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El grupo de los Escherichia coli verotoxigénicos (ECVT), y especialmente las cepas del 
serotipo O157:H7, son importantes patógenos emergentes implicados en patologías graves en 
seres humanos, como son la colitis hemorrágica y el síndrome urémico hemolítico. En el 
presente estudio se caracterizaron un total de 820 cepas de Escherichia coli, en su mayoría 
verotoxigénicas, de origen humano, bovino, ovino, caprino, de animales silvestres, y de alimentos 
(carne de vacuno, leche de oveja, productos agrícolas), incluidos los serotipos más 
frecuentemente implicados en procesos clínicos humanos por ECVT, y aisladas en España entre 
los años 1980 y 2011. Se determinaron sus filogrupos, tipos y subtipos de los genes vt, tipos y 
subtipos del gen eae, genes de virulencia adicionales, las secuencias tipo (ST) y pulsotipos 
(PFGE), con objeto de definir los grupos clonales de ECVT pertenecientes a los serotipos más 
prevalentes en España, así como conocer el papel de los reservorios animales o alimentos 
derivados de animales en las infecciones humanas por ECVT. Entre las 820 cepas se identificaron 
29 grupos clonales pertenecientes a 3 filogrupos (24 al filogrupo B1, 4 al E y 1 al F), con 41 ST 
asociadas; 14 de esas 41 ST fueron asignadas por primera vez a las cepas de este estudio. Según 
nuestros resultados, O26:[H11]/HNM-B1-ST21/ST29, O146:[H21]-B1-ST442 y O157:[H7]-E-
ST11/ST1799/ST1804/ST1825/ST1826/ST1833 serían los grupos clonales más ampliamente 
adaptados a diferentes hospedadores (ovino, bovino, caprino, diferentes especies de animales 
silvestres), con éxito en la transmisión alimentaria al hombre a través de alimentos derivados de 
los rumiantes de producción, dada la alta similitud encontrada entre los aislados de origen 
humano y animal. Demostramos además la alta identidad entre cepas de origen clínico humano 
y animal de O5:HNM-A-ST342 (animales de origen silvestre y vacuno), O5:HNM-B1-ST447 
(pequeños rumiantes), O76:H19-B1-ST675 (pequeños rumiantes y silvestres), O91:[H14]/HNM-
B1-ST33 (vacuno), O103:[H2]-B1-ST17/ST386/ST1967 (vacuno), O111:[H8]-B1-ST16 (vacuno), 
O113:H21-B1-ST56/ST223/ST1821 (vacuno), O118:H16/HNM-B1-ST21 (vacuno), O121:H19-
B1-ST655 (silvestres), O128:[H2]-B1-ST25 (ovino), O145:[H28]-E-ST32 (vacuno y silvestres), 
O156:[H25]-B1-ST300 (vacuno), O166:H28-E-ST1819/ST1824 (vacuno y pequeños rumiantes). 
Por último, constatamos que para la correcta caracterización de la estructura filogenética de E. 
coli es fundamental el uso de diferentes aproximaciones. En nuestro caso, la combinación de los 
datos obtenidos mediante el esquema de filogrupos de Clermont (basado en la cuadriplex PCR), 
el algoritmo Neighbor-Joining, el algoritmo eBURST, junto con el análisis de los perfiles de 
macrorrestricción de las cepas obtenidos mediante PFGE, nos permitió deducir las relaciones 
clonales de nuestra colección. 
 










O grupo dos Escherichia coli verotoxixénicos (ECVT), e especialmente as cepas do serotipo 
O157:H7, son importantes patóxenos emerxentes implicados en patoloxías graves en seres 
humanos, como son a colitis hemorráxica e o síndrome urémico hemolítico. No presente estudo 
caracterizáronse un total de 820 cepas de Escherichia coli, na súa maioría verotoxixénicas, de 
orixe humana, bovina, ovina, caprina, de animais silvestres, e de alimentos (carne de vacún, leite 
de ovella, produtos agrícolas), incluídos os serotipos máis frecuentemente implicados en 
procesos clínicos humanos por ECVT, e illadas en España entre os anos 1980 e 2011. 
Determináronse os seus filogrupos, tipos e subtipos dos xenes vt, tipos e subtipos do xen eae, 
xenes de virulencia adicionais, as secuencias tipo (ST) e pulsotipos (PFGE), co obxecto de definir 
os grupos clonais de ECVT pertencentes aos serotipos máis prevalentes en España, así como 
coñecer o papel dos reservorios animais ou alimentos derivados de animais nas infeccións 
humanas por ECVT. Entre as 820 cepas identificáronse 29 grupos clonais pertencentes a 3 
filogrupos (24 ao filogrupo B1, 4 ao E e 1 ao F), con 41 ST asociadas; 14 desas 41 ST foron 
asignadas por primeira vez ás cepas deste estudo. Segundo os nosos resultados, 
O26:[H11]/HNM-B1-ST21/ST29, O146:[H21]-B1-ST442 e O157:[H7]-E-
ST11/ST1799/ST1804/ST1825/ST1826/ST1833 serían os grupos clonais máis amplamente 
adaptados a diferentes hospedadores (ovino, bovino, caprino, diferentes especies de animais 
silvestres), con éxito na transmisión alimentaria ao home a través de alimentos derivados dos 
rumiantes de producción, dada a alta similitude atopada entre os illados de orixe humana e 
animal. Demostramos ademais a alta identidade entre cepas de orixe clínica humana e animal de 
O5:HNM-A-ST342 (animais de orixe silvestre e vacún), O5:HNM-B1-ST447 (pequenos 
rumiantes), O76:H19-B1-ST675 (pequenos rumiantes e silvestres), O91:[H14]/HNM-B1-ST33 
(vacún), O103:[H2]-B1-ST17/ST386/ST1967 (vacún), O111:[H8]-B1-ST16 (vacún), O113:H21-
B1-ST56/ST223/ST1821 (vacún), O118:H16/HNM-B1-ST21 (vacún), O121:H19-B1-ST655 
(silvestres), O128:[H2]-B1-ST25 (ovino), O145:[H28]-E-ST32 (vacún e silvestres), O156:[H25]-
B1-ST300 (vacún), O166:H28-E-ST1819/ST1824 (vacún e pequenos rumiantes). Por último, 
constatamos que para a correcta caracterización da estrutura filoxenética de E. coli é fundamental 
o uso de diferentes aproximacións. No noso caso, a combinación dos datos obtidos mediante o 
esquema de filogrupos de Clermont (baseado na cuadriplex PCR), o algoritmo Neighbor-Joining, 
o algoritmo eBURST, xunto coa análise dos perfís de macrorrestricción das cepas obtidos 
mediante PFGE, permitiunos deducir as relacións clonais da nosa colección. 
 








The Verotoxigenic Escherichia coli (VTEC) group, and especially VTEC strains belonging to 
serotype O157:H7, are important emerging pathogens implicated in serious human pathologies 
such as hemorrhagic colitis and hemolytic uremic syndrome. In the present study, a total of 820 
E. coli strains, most of them verotoxigenic and including the serotypes most frequently 
implicated in human clinical processes, were characterized. The collection had been obtained in 
Spain between 1980 and 2011 from different sources: human, bovine, ovine, caprine, wildlife, as 
well as from food (beef, sheep milk, agricultural products). Their phylogroups, types and 
subtypes of vt and eae genes, additional virulence genes, sequence types (ST) and pulsetypes 
(PFGE) were determined to define the VTEC clonal groups belonging to the most prevalent 
serotypes in Spain, as well as to establish the role of animals or animal-derived food as reservoirs 
of VTEC causing human infections. Among the 820 strains, 29 clonal groups belonging to 3 
phylogroups were identified (24 to phylogroup B1, 4 to E, and 1 to F), with 41 associated STs. 
Fourteen of those 41 STs were assigned for the first time to the strains of this study. According to 
our results O26:[H11]/HNM-B1-ST21/ST29, O146:[H21]-B1-ST442 and O157:[H7]-E-
ST11/ST1799/ST1804/ST1825/ST1826/ST1833 would be the clonal groups most widely adapted 
to different hosts (sheep, cattle, goats, different wild animal species), with success in food 
transmission to humans through food derived from production ruminants, given the high 
similarity found between strains of human and animal origins. We also demonstrated a high 
identity between strains of clinical human and animal origin belonging to the clonal groups: 
O5:HNM-A-ST342 (wild animals and cattle), O5:HNM-B1-ST447 (small ruminants), O76:H19-
B1-ST675 (small ruminants and wild animals), O91:[H14]/HNM-B1-ST33 (cattle), O103:[H2]-
B1-ST17/ST386/ST1967 (cattle), O111:[H8]-B1-ST16 (cattle), O113:H21-B1-
ST56/ST223/ST1821 (cattle), O118:H16/HNM-B1-ST21 (cattle), O121:H19-B1-ST655 (wild 
animals), O128:[H2]-B1-ST25 (sheep), O145:[H28]-E-ST32 (cattle and wild animals), 
O156:[H25]-B1-ST300 (cattle), O166:H28-E-ST1819/ST1824 (cattle and small ruminants). 
Finally, we found that it is necessary the use of different approaches for an accurate phylogenetic 
analysis of the E. coli population. The combination of the data obtained by means of the 
Clermont phylogroup scheme (based on the quadriplex PCR assay), the Neighbor-Joining 
method, the eBURST algorithm, together with the analysis of the PFGE macrorestriction profiles 
allowed us to infer the clonal relationships within our collection. 
 

















1.1. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE ESCHERICHIA COLI 
 
Escherichia coli (E. coli) es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo, perteneciente a 
la familia Enterobacteriaceae (Ewing, 1986; Blanco et al. 2002; Kaper et al. 2004; Beutin, 2006; 
Bettelheim, 2007). Fue descrito por primera vez en 1885 por el pediatra alemán Theodor 
Escherich tras aislarlo de las heces de un niño sano, bautizándolo inicialmente con el nombre 
de Bacterium coli (Escherich, 1885). 
 
E. coli forma parte de la microbiota normal aerobia y anaerobia facultativa comensal y 
saprófita del tubo digestivo de la mayor parte de los mamíferos, colonizando el tracto 
gastrointestinal del neonato a las pocas horas de vida (Hartl y Dykhuizen, 1984; Gordon y 
Cowling, 2003). Junto con el resto de bacterias presentes en el intestino, E. coli realiza 
diferentes funciones de carácter fisiológico beneficiosas para el hospedador, tales como el 
aporte de nutrientes esenciales para el epitelio intestinal, su papel en la síntesis de la vitamina 
K, el procesamiento de los residuos alimenticios, el constante estímulo de la respuesta inmune 
en el hospedador o la inhibición competitiva que ejerce sobre el crecimiento de todo tipo de 
enteropatógenos (Kruis, 2004). 
 
Al tratarse de una bacteria intestinal, la más abundante de las bacterias anaerobias 
facultativas intestinales, E. coli se excreta diariamente con las heces de manera abundante, 
entre 108 y 109 E. coli/g de heces. Como la masa fecal media de un individuo sano es de unos 
200 g, esta masa contendrá 2 x 1010 -1011 E. coli. Por tanto, la población humana excreta 
diariamente sobre 1020-1021 E. coli al medio ambiente. Esta cantidad se ve incrementada por las 
excreciones de los animales. Un alto porcentaje de estos microorganismos eliminados 
sobrevive, al menos inicialmente (McDowell et al. 2001; Heinikainen et al. 2007; Williams et 
al. 2007; Geue et al. 2009; Sekse et al. 2009; Chauret, 2011; Yao et al. 2013; Zhang et al. 2013). 
Por este motivo, es posible su presencia en el medio ambiente, agua y alimentos, de manera 
que su aislamiento es un indicador de contaminación fecal reciente (Hartl y Dykhuizen, 1984) 
(Figura 1). 
 





Figura 1. Ciclo de contaminación de E. coli. Adaptada de http://www.ecl-
lab.com/en/ecoli/pathogenesis.asp  
 
Aunque la mayoría de los E. coli forman parte de la microbiota normal de los mamíferos, 
donde juegan un papel inocuo o incluso beneficioso para el hospedador, algunas cepas de E. 
coli se consideran patógenas, debido a la adquisición de factores de virulencia específicos que 
les confieren la capacidad de producir una amplia variedad de infecciones, tanto de tipo 
entérico (diarrea, disentería, colitis hemorrágica, síndrome urémico hemolítico o enfermedad 
de los edemas) como extraintestinal (infecciones del tracto urinario, bacteriemias, septicemias, 
meningitis, peritonitis, mastitis, infecciones pulmonares y de heridas). Por lo tanto, las cepas 
de E. coli se clasificarían en 3 categorías en función del grado de patogenicidad: comensales, 
patógenas entéricas y patógenas extraintestinales (Russo y Jonson, 2000). 
 
Se estima que al año se producen en el mundo 1,7 billones de casos de diarreas en seres 
humanos, de los cuales una cuarta parte son causados por E. coli y el número de muertes en el 
mundo debidas a infecciones provocadas por este microorganismo se estiman en más de 
700.000 al año, afectando fundamentalmente a la población infantil del tercer mundo 
(aproximadamente 375.000 niños menores de 5 años mueren al año por E. coli) (Nataro y 
Kaper, 1998; OMS, 2005; UNICEF/OMS, 2009; Walker et al. 2013). Además, es el patógeno 
oportunista más frecuentemente asociado con infecciones urinarias y septicemias en seres 
humanos. En animales domésticos las colibacilosis son muy frecuentes, incidiendo 
esencialmente en animales de pocos días de edad y en recién destetados, y ocasionan 
importantes pérdidas económicas en las explotaciones de ganado bovino, porcino y ovino, así 
como en la cría intensiva de aves y conejos (Blanco et al. 1991, 2001, 2003a, 2003b; Blanco y 
Blanco, 1993; Blanco J.E. et al. 1996a). Mientras que en terneros, lechones, corderos y gazapos 
E. coli suele producir diarrea, en aves provoca fundamentalmente infecciones respiratorias 
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(aerosaculitis) y septicemias. Además E. coli puede causar en rumiantes, ganado porcino, 
perros y gatos colisepticemias en neonatos, infecciones urinarias y mamitis. 
 
1.2. CLASIFICACIÓN SEROLÓGICA 
  
En 1947, Kauffmann propone una forma de diferenciar las cepas de E. coli utilizando la 
determinación de los antígenos superficiales O (somáticos de la membrana externa de la pared 
celular), K (capsulares) y H (flagelares) (Figura 2). Esta forma de clasificación serológica 
resultó ser muy útil en los estudios epidemiológicos y de patogénesis de E. coli, facilitando la 
diferenciación entre cepas patógenas e inocuas y permitiendo la detección de brotes. 
 
En la actualidad se reconocen del orden de 180 antígenos O (O1 a O185), 72 antígenos K 
(K1 a K103) y 56 antígenos H (H1 a H56), y aunque existen numerosas combinaciones o 
serotipos O:K:H, tan solo algunas son frecuentes entre las cepas patógenas. La determinación 
de los antígenos O y H se realiza por técnicas de aglutinación, mientras que la identificación 
del antígeno K es recomendable que se realice por contrainmunoelectroforesis. Debido a las 
reacciones cruzadas entre los antígenos O y K de diferentes cepas de E. coli con los antígenos 
de otros géneros de enterobacterias, se recomienda utilizar antisueros adsorbidos para evitar 




Figura 2. Fotografía de la bacteria Escherichia coli y esquema en el que se representan los principales 
antígenos de superficie (O, K y H) y algunos factores de virulencia (Fuente: 
http://www.icmm.csic.es/spmage/spmagegallery.php y esquema adaptado de Fairbrother, 2015) 
 
1.3. ESTRUCTURA FILOGENÉTICA 
  
E. coli es una de las especies bacterianas más versátiles que existen. Como se ha indicado, 
alterna entre su hábitat primario, el intestino de los vertebrados, donde vive como comensal 
(Tenaillon et al. 2010), y el secundario, agua y sedimentos (Savageau, 1983). También puede 
actuar como patógeno extra e intraintestinal en humanos y muchas otras especies animales 
(Kaper et al. 2004). Esta diversidad de hábitats es debida a la gran plasticidad de su genoma, 
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que presenta pérdidas y ganancias de genes a través del mecanismo de transferencia 
horizontal (Rasko et al. 2008; Touchon et al. 2009). 
 
La longitud del cromosoma de E. coli puede variar ampliamente, de 4,3 a 6,2 Mb, 
codificando entre 4.084 y 6.453 proteínas (Tourret y Denamur, 2016). Esta enorme diversidad 
se estructura en un conjunto de menos de 2.000 genes que constituyen el genoma esencial 
(core genome), presente en todas las cepas de la especie, y un conjunto variable de genes 
accesorios (accessory genome) que incluye todos los genes que codifican elementos 
bacteriófagos, determinantes de virulencia y resistencia adquirida a los antimicrobianos. El 
conjunto de genes del core y accesorios identificados en E. coli conforman su pangenoma, que 
comprende más de 22.000 genes y que continuará aumentando a medida que se secuencien 
más cepas (Robins-Browne et al. 2016). Todos los genes codificadores de la virulencia de E. 
coli se adquirieron muy probablemente mediante transferencia horizontal de genes de otras 
bacterias (Leimbach et al. 2013). Por lo tanto, cada cepa de E. coli comprende un mosaico de 
genes básicos y accesorios, siendo estos últimos (incluidos los determinantes de virulencia de 
los E. coli diarreagénicos) transmisibles entre cepas. Por esta razón, es inevitable que 
continuen surgiendo nuevos patotipos, ya sea a través de la nueva incorporación de 
determinantes de virulencia de E. coli, como en el caso de los ECVT O157 (Feng et al. 1998) y 
los E. coli enteroagregativos (ECEAgg) productores de toxina Shiga (Rohde et al. 2011), o a 
través de la adquisición de genes de virulencia de otras especies bacterianas. La estructura 
genética de una especie puede oscilar de clonal, generando su variedad casi exclusivamente 
por mutación (diversidad vertical), a panmítica, reflejando un elevado ratio de recombinación 
(variedad horizontal). 
 
Los primeros intentos para determinar la estructura de la población genética de E. coli se 
basaron en los serotipos (antígenos O, K y H) (Orskov et al. 1976) y los polimorfismos 
enzimáticos metabólicos estudiados por electroforesis enzimática multilocus (multilocus 
enzyme electrophoresis, MLEE) (Selander y Levin 1980). Con dichos parámetros solo se 
consiguieron determinar algunas asociaciones de combinaciones antigénicas O:K:H o de 
alelos enzimáticos, localizadas en distintos hospedadores de diferentes orígenes geográficos y 
periodos temporales, por los que se postuló que la especie E. coli consistía en un conjunto de 
linajes estables, llamados clones, entre los que se producía un bajo nivel de recombinación de 
los genes cromosómicos (Tenaillon et al. 2010). Sin embargo, las primeras secuencias de ADN 
mostraron sustituciones de bases agrupadas dentro de los genes, siendo interpretadas como 
eventos de recombinación (Milkman y Crawford, 1983). Además, los árboles filogenéticos 
reconstruidos a partir de genes individuales habían dado muchas veces resultados 
incongruentes, no comparables entre sí, indicando la existencia de recombinación a nivel de 
gen (Dykhuizen y Green, 1991). El análisis del genoma completo ha permitido resolver estas 
discrepancias, demostrando que la tasa de intercambio genético era 2 veces más alta que la 
mutación, confirmando así el importante papel de la recombinación en la evolución genómica 




Sin embargo, si las secuencias utilizadas para la reconstrucción genética de las cepas son 
lo suficientemente largas, se puede reconstruir su evolución vertical. Por tanto, se observa una 
aparente estructura clonal dentro de la especie E. coli, a pesar de su elevada tasa de 
recombinación, con una clara señal filogenética que refleja la relación entre sus cepas 
(Tenaillon et al. 2010). 
 
Excluyendo las regiones con un alto nivel de recombinación, la historia filogenética de las 
cepas se puede analizar a partir de las secuencias concatenadas de un conjunto de genes 
conservados (Escobar-Páramo et al. 2004b; Wirth et al. 2006), que es la base de la MLST 
(Multi Locus Sequence Typing). Utilizando este enfoque, Walk et al. (2009) identificaron cepas 
con un fenotipo bioquímico compatible con E. coli pero que estaban genéticamente muy 
distantes del resto. Estas cepas se clasificaron como clados crípticos de Escherichia, divididos 
en 5 grupos llamados clados I a V, estando el clado I estrechamente relacionado con E. coli 
clásica y E. fergusonii, y siendo el clado V el más divergente (Clermont et al. 2011). Por otro 
lado, la E. coli clásica quedaría dividida en 7 grupos filogenéticos principales, A, B1, B2, C, D, 
E, y F. Los grupos C y F están estrechamente relacionados con los grupos B1 y B2, 
respectivamente. Los grupos B2, D y F se sitúan en la base del árbol, mientras que los grupos 
A y B1 habrían emergido más recientemente (Moissenet et al. 2010; Tenaillon et al. 2010; 
Tourret y Denamur, 2016). 
 
En el año 2000, Clermont y colaboradores desarrollaron un método más sencillo que 
MLEE para determinar el grupo filogenético, evaluando la presencia o ausencia de los genes 
chuA (presente en los grupos B2 y D) y yjaA (presente en el grupo B2, ausente en el D) y el 
fragmento de ADN TSPE4.C2 (presente en el grupo B1 pero ausente en el grupo A). Sin 
embargo este método tiene sus limitaciones, puesto que algunas cepas no son clasificadas en 
ninguno de los grupos propuestos, y existe un margen de error que limita la fiabilidad al 80-
85% (Gordon et al 2008). Por ello, en el año 2013, Clermont y colaboradores añadieron un 
marcador, el gen arpA, a los 3 anteriormente citados y diseñaron una PCR para poder asignar 
los aislados de E. coli a los filogrupos de la especie (E. coli sensu estricto): A, B1, B2, C, D, E, F 
y Clado I. 
 
Las cepas comensales se clasifican mayoritariamente dentro de los grupos filogenéticos A 
y B1. La gran mayoría de las cepas patógenas intestinales pertenecen a los grupos A, B1 y D, 
mientras que las cepas patógenas extraintestinales pertenecen principalmente a los grupos B2 
y D (Chaudhuri y Henderson, 2012). 
 
La herramienta de tipado de MLST también permitió la definición de subgrupos o 
complejos clonales dentro de los 7 grupos filogenéticos principales. Así por ejemplo, dentro 
del filogrupo B2 se determinaron 9 subgrupos principales (I a IX) asociados a los complejos de 
secuencias tipo (STcplx) 131, 73, 127, 141, 144, 12, 14, 452 y 95, definidos según el esquema de 
MLST de Achtman (http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli). 
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1.4. GRUPOS PATÓGENOS  
 
Las cepas patógenas de E. coli poseen diferentes tipos de factores de virulencia que 
contribuyen conjuntamente a potenciar su patogenicidad. Dichos factores de virulencia 
generalmente difieren entre cepas humanas y animales, que también suelen diferenciarse en 
sus serotipos. De este modo, las cepas patógenas para seres humanos generalmente no 
producen infecciones en animales y viceversa. No obstante se ha demostrado que los animales 
pueden actuar como reservorio de cepas patógenas para el hombre (Aidar-Ugrinovich et al. 
2007; Sánchez et al. 2010a, 2010b; Mora et al. 2012a, 2012b; Fernández et al. 2013; Pinaka et 
al. 2013; Puño-Sarmiento et al. 2013; Irshad et al. 2014). Este es el caso, por ejemplo, de los E. 
coli verotoxigénicos (ECVT) causantes de colitis hemorrágica (CH) y el síndrome urémico 
hemolítico (SUH) en humanos, que están presentes como comensales en la microbiota 
intestinal normal del ganado bovino y ovino donde se comportan, en la mayor parte de los 
casos, como comensales. 
 
La virulencia bacteriana es un fenómeno multifactorial, de manera que las cepas 
patógenas presentan diferentes tipos de factores de virulencia que suelen ser adquiridos por 
mecanismos de intercambio genético bacteriano. Entre los factores de virulencia de E. coli 
cabe destacar: la expresión de adhesinas que facilitan la adherencia a las superficies corporales 
(adhesión); la síntesis de proteínas que confieren a la bacteria la capacidad de invadir 
diferentes tejidos (invasividad); la producción de toxinas (inducción al daño al hospedador); 
la síntesis de enzimas que son excretadas al medio con distintas funciones (evasión de las 
defensas del hospedador); etc. 
 
Están descritos 7 grupos o categorías de E. coli diarreagénicos: E. coli enteropatogénicos 
(ECEP) típicos y atípicos, E. coli enterotoxigénicos (ECET), E. coli enteroinvasivos (ECEI), E. 
coli verotoxigénicos (ECVT) o enterohemorrágicos (ECEH), E. coli enteroagregativos 
(ECEAgg), E. coli con adherencia difusa (ECAD) y E. coli adherente invasivos (ECAI). Las 
cepas que constituyen estos grupos presentan mecanismos de patogénesis específicos, se 
corresponden con serotipos distintos y producen infecciones y síndromes diferentes. En la 
Figura 3 y en la Tabla 1 se representan los mecanismos de patogénesis y se especifican los 
factores de virulencia de los diferentes grupos de E. coli que pueden causar diarrea en seres 








Figura 3. Mecanismos de patogénesis de las 6 categorías principales de E. coli 




Tabla 1. Factores de virulencia de E. coli diarreagénicos humanos.  
Adaptada de Blanco et al. 2002 
E. coli enteropatogénicos (ECEP) 
Adhesina BFP codificada en el plásmido EAF responsable de la adhesión a distancia de la bacteria 
al enterocito y de la adhesión localizada a células HEp-2. 
Locus cromosómico LEE con los genes: eae, tir, esp y sep. Responsable de la adhesión intima de 
la bacteria y de la lesión de adhesión y borrado del microvilli intestinal. 
E. coli enterotoxigénicos (ECET) 
Factores antigénicos de colonización (CFA/I, II, III y IV).  
Enterotoxinas: termolábil LT y termoestable STa.  
Tanto los CFAs como las enterotoxinas se encuentran codificadas en plásmidos.  
E. coli enteroinvasivos (ECEI) 
Plásmido de elevado peso molecular (140 MDa) que lleva genes implicados en la invasividad.  
E. coli verotoxigénicos (ECVT) o enterohemorrágicos (ECEH) 
Verotoxinas (VT1 y VT2) o Shiga-like toxins (Stx1 y Stx2) codificadas en profagos.  
Locus cromosómico LEE con genes: eae, tir, esp y sep.  
Plásmido de 60 Mda que codifica para una enterohemolisina (E-Hly) y una adhesina fimbrial que 
puede estar implicada en la colonización intestinal. 
E. coli enteroagregativos (ECEA o ECEAgg) 
Adhesión agregativa a células HEp-2 mediada por las fimbrias plasmídicas AAF/I y AAF/II  
Enterotoxina termoestable EAST1 (plasmídica). 
Citotoxina de 108 KDa que provoca lesiones destructivas a nivel intestinal. 
E. coli con adherencia difusa (ECAD) 
Adhesión difusa a células HEp-2 mediada por la fimbria F1845 
Proteína de la membrana externa de 100 Kda denominada AIDA-I.  
E. coli con adherencia difusa (ECAI) 
Adhesina FimH localizada en el pili tipo I 
Fimbria polar larga (LPF: long polar fimbriae) 
Los determinantes genéticos de este grupo, aunque se relacionan habitualmente con la 
enfermedad de Crohn, permanecen poco definidos (Nash et al. 2010) 
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Dentro de los E. coli patógenos extraintestinales (ExPEC) se incluyen los E. coli 
uropatogénicos (UPEC), E. coli septicémicos (SEPEC), E. coli causantes de la meningitis del 
recién nacido (NMEC) y E. coli patógenos aviares (APEC). Las cepas pertenecientes a estos 
grupos patógenos están implicadas en un gran número de infecciones, entre las que destacan 
las infecciones del tracto urinario y las bacteriemias, tanto en seres humanos como en 
animales (Gómez, 2017). Los ExPEC forman parte de la microbiota de los hospedadores sanos 
y, en situaciones fisiológicas normales, colonizan el tracto gastrointestinal de manera 
asintomática. Sin embargo, ante la combinación de una serie de eventos dependientes tanto 
del hospedador (compromiso del sistema inmunitario), como de la propia cepa (adquisición 
de determinados factores de virulencia), pueden colonizar otras localizaciones 
extraintestinales y provocar infección (Köhler y Dobrindt, 2011; Erjavec y Bertok 2015; 
Johnson et al. 2015; Micenková et al. 2016). 
 
Las cepas de los diferentes grupos de E. coli diarreagénicos pertenecen a una amplia 

































Tabla 2. Principales serotipos de E. coli diarreagénicos humanos. Tomada de Herrera, 2010 
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En la tabla figuran los diferentes antígenos H asociados a cada antígeno O. Así, por ejemplo 




A continuación, la introducción se centra en los 2 grandes grupos de E. coli 
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1.5. E. COLI ENTEROPATOGÉNICOS (ECEP) 
  
Los ECEP constituyen el primer grupo patógeno descrito de E. coli (Kaper et al. 2004; 
Vidal et al. 2007). La infección por cepas de ECEP es una de las causas más comunes de 
diarrea infantil en países en vías de desarrollo (Bray 1945; Cravioto et al. 1988; Nataro y 
Kaper, 1998; Scaletsky et al. 2002; Vidal et al. 2007; Abe et al. 2009), y se han descrito como 
predominantes los serotipos O111:H2 y O119:H6. Una de las principales características de la 
infección es la diarrea de tipo acuoso, que puede ocurrir en diversos grados de intensidad y 
suele afectar principalmente a niños menores de 6 meses y a los de 2 años (Robins-Browne y 
Hartland, 2002). Las cifras de letalidad en países subdesarrollados son elevadas situándose 
entre el 20% y el 50% (Vidal et al. 2007). Además, se ha notificado que en algunos países 
latinoamericanos las infecciones por ECEP superan a las provocadas por Campylobacter spp. y 
rotavirus en la población infantil (Nataro y Kaper, 1998; Winfield et al. 2003). 
 
Las funciones de diversos factores de virulencia y los mecanismos de patogénesis de los 
ECEP han sido ampliamente estudiados (Nataro y Kaper, 1998; Dean y Kenny, 2009). Los 
ECEP inducen una alteración histopatológica en el intestino conocida como lesión de 
“adherencia o borrado” o lesión A/E (attaching and effacing) (Kaper et al. 1998). La lesión se 
lleva a cabo mediante un mecanismo de virulencia complejo que induce la degeneración de las 
microvellosidades y altera la morfología normal de la región apical del enterocito (Celli et al. 
2000; Goosney et al. 2000) formándose unas estructuras en forma de “pedestal”. El modelo de 
patogénesis de ECEP descrito por Donnenberg y Kaper en 1992 se divide en 3 fases: a) 
adherencia inicial, b) inyección de factores y transducción de señales, e c) íntima adherencia. 
 
La capacidad de inducir esta lesión (A/E) está codificada por genes que se encuentran en 
una isla de patogenicidad de 35 kb denominada LEE (Locus of enterocyte effacement). Esta 
LEE también se ha descrito en otros microoganismos patógenos humanos y animales como 
son los ECVT y también en Citrobacter rodentium, que induce hiperplasia colónica en ratones 
(Kaper et al. 2004). 
 
El grupo de los ECEP presenta factores de virulencia adicionales codificados fuera de la 
isla de patogenicidad LEE. Algunas cepas son portadoras de un plásmido de 70-100 kb 
denominado pEAF (EPEC adherence factor) (Tobe et al. 1999) que codifica para un pilus tipo 
IV denominado BFP (Bundle-forming pilus), responsable de la adherencia entre bacterias y de 
la adherencia de las bacterias a las células epiteliales (Giron et al. 1991). También contiene el 
locus per (plasmid-encoded regulator), cuyos productos regulan el operón bfp, y el Ler (LEE 
encoded regulator) que regula la mayoría de los genes de la isla LEE (Kaper et al. 2004). 
 
En 1995, los ECEP fueron divididos en 2 grupos: ECEP típicos (ECEPt) y ECEP atípicos 
(ECEPa). La diferencia básica entre ambos es la presencia del pEAF en ECEPt y su ausencia en 




describieron otras muchas diferencias entre ambos grupos. De hecho, aunque la mayoría de 
los estudios han identificado los serogrupos clásicos entre los ECEPa, en los últimos años se 
han descrito muchas cepas ECEPa pertenecientes a una amplia variedad de serogrupos 
(Blanco et al. 2006a, 2006b; Hernandes et al. 2009). En cuanto al genotipo, las cepas de ECEPa 
presentan con mayor frecuencia genes de virulencia de otros patotipos diarreagénicos en 
relación con los ECEPt (Vieira et al. 2001; Trabulsi et al. 2002; Beutin et al. 2005a; Scaletsky et 
al. 2009; Horcajo et al. 2012), lo que da una idea de su heterogeneidad. Gomes y 
colaboradores (2004) demostraron que las cepas ECEPa pertenecientes a serogrupos no 
clásicos presentan incluso más diversidad. Estudios epidemiológicos y experimentales apoyan 
la hipótesis de que al menos algunos ECEPa podrían proceder de ECVT que han perdido los 
genes que codifican para verotoxinas (vt) (Afset et al. 2008; Scaletsky et al. 2009; Horcajo et al. 
2012). 
 
En los últimos 10 años, los estudios epidemiológicos de ECEPt y ECEPa han mostrado 
una prevalencia mucho mayor de ECEPa tanto en países desarrollados como en vías de 
desarrollo, y los ECEPa han emergido como un patógeno importante (Hu y Torres, 2015). 
 
Hay pocos estudios sobre la patogenicidad de los ECEPa. Se podría pensar que las cepas de 
ECEPa son menos virulentas que las típicas por la falta del plásmido pEAF. Levine y 
colaboradores (1985) demostraron que una cepa O127:H6 pEAF negativa era menos virulenta 
para adultos voluntarios que una cepa salvaje. Sin embargo, todavía no se ha demostrado que los 
ECEPa sean menos virulentos, ya que estos microorganismos pueden portar otros factores de 
virulencia. Se han descrito varios casos de infecciones en los que están implicadas cepas de 
ECEPa, como el de un brote de diarrea causado por el serotipo O111:H9 en Finlandia (Viljanen 
et al. 1990). En el año 2004 Robins-Browne y colaboradores realizaron un estudio donde se 
analizaron un total de 1.185 muestras de heces en Melbourne, 696 de pacientes con 
gastroenteritis y 489 de pacientes asintomáticos, y observaron que las cepas de ECEP eran las 
que se aislaban con mayor frecuencia por encima de otras bacterias, virus y parásitos típicos de 
gastroenteritis, y vieron que los ECEPa eran más comunes en pacientes con gastroenteritis 
(12,8%) que en pacientes asintomáticos (2,3%). También en Melbourne, en otro estudio 
(Nguyen et al. 2006), se intentó determinar si los ECEPa eran patógenos, comparando las 
características clínicas de pacientes infectados con ECEPa con las de niños infectados por otros 
agentes causantes de diarrea, y llegaron a la conclusión de que los pacientes infectados por 
ECEPa presentaban diarreas leves, sin deshidratación, sin inflamación, no necesariamente con 
fiebre, vómitos, o dolor abdominal. Sin embargo, constataron que la duración de la diarrea de 
los pacientes infectados con ECEPa era significativamente más prolongada que la causada por 
otras especies o en las que no se había identificado ningún patógeno. Por este motivo la 
infección con ECEPa se asocia con diarreas prolongadas. 
 
Además, y al contrario de lo que está ocurriendo con los ECEPt, los ECEPa son un grupo 
emergente, ya que la frecuencia con la que se aíslan estas cepas ha aumentado en los últimos 
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años. Este hecho se pone de manifiesto en un estudio que realizó nuestro grupo entre 1996-
1999, en colaboración con la Unidad de Microbiología del Hospital Universitario Lucus 
Augusti de Lugo (HULA), en el que se examinó la prevalencia de los diferentes tipos de E. coli 
diarreagénicos en coprocultivos de pacientes con diarrea y otras alteraciones 
gastrointestinales. En dicho estudio los ECEPt únicamente se aislaron en 5 de los 2.015 
pacientes estudiados (0,2%), mientras que los ECEPa se identificaron en 105 (5,2%) (Blanco et 
al. 2006a). Al analizar el período 2005-2013 se detectó un incremento significativo de las 
infecciones causadas por los ECEP, con un 0,6% de prevalencia de los ECEPt y de un 11,5% 
para los ECEPa. Estos datos corroborarían la hipótesis de los ECEPa como grupo emergente 
(López et al. 2007; datos LREC, no publicados). 
 
La mayoría de las cepas de ECEP de origen animal carecen del gen bfpA y por lo tanto son 
ECEPa, convirtiéndose los animales portadores de este tipo de cepas en reservorio potencial 
para el hombre (Cid et al. 2001; Aktan et al. 2004; Blanco et al. 2005; Cortés et al. 2005; Krause 
et al. 2005; Malik et al. 2006; Aidar-Ugrinovich et al. 2007; Vu-Khac et al. 2007). 
 
En la mayoría de los casos, estas cepas ECEPa han sido identificadas en el curso de 
estudios de caracterización de cepas de E. coli A/E aisladas de animales de producción, 
incluidos vacuno, ovino y caprino (Orden et al. 2002; Aktan et al. 2004; Blanco et al. 2005; 
Cortés et al. 2005; Leomil et al. 2005; Aidar-Ugrinovich et al. 2007; Otero et al. 2013). 
Además, las cepas ECEPa se han aislado de animales de compañía (perros y gatos) (Goffaux et 
al. 2000; Nakazato et al. 2004) y de otros animales, tanto domésticos como silvestres (caballos 
y ciervos, entre otros) (Beaudry et al. 1996; Carvalho et al. 2003; Blanco et al. 2004a, Krause et 
al. 2005; Ishii et al. 2007). 
 
Los ECEP aislados en perros pertenecen a varios serogrupos, entre ellos el O45, O49, 
O115, O118 y O119 (Beutin, 1999). Dentro de los serotipos asociados con enfermedades en el 
destete de los conejos están el O20:H7, O26:H11, O109:H7, O128:H2, O132:H2 y O153:H7 
(Blanco et al. 1997c; Milon et al. 1999). 
 
Moura y colaboradores (2009) publicaron un estudio donde compararon cepas ECEPa 
aisladas de pacientes con cepas de aisladas de animales (gatos, perros, conejos, bovino, ovino y 
monos) y llegaron a la conclusión de que los perfiles de factores de virulencia de las cepas de 
ambos orígenes eran similares. Las cepas se analizaron mediante las técnicas de MLST y 
PFGE, y con ambas técnicas fue posible demostrar que las cepas aisladas de humanos y 
animales compartían un origen clonal. En estudios similares se llega a la misma conclusión, 
confirmando también la presencia de ECEPa potencialmente patógenos en gatos domésticos, 
en perros (Goffaux et al. 2000; Nakazato et al. 2004; Morato et al. 2008), en aves de corral 






1.6. E. COLI VEROTOXIGÉNICOS (ECVT) 
  
Dentro de las categorías de E. coli diarreagénicos destacan por su enorme importancia 
como patógenos emergentes que causan brotes y graves infecciones en seres humanos, tales 
como la colitis hemorrágica (CH) y el síndrome urémico hemolítico (SUH), los E. coli 
verotoxigénicos (ECVT) (Blanco et al. 1993b; Beutin et al. 2004; Blanco JE et al. 2004; Gyles, 
2007; Kaspar et al. 2009; Pennington, 2010; Sánchez et al. 2010d; Loirat, 2013; Page y Liles, 
2013; Taylor et al. 2013; Trees et al. 2014; Lambert et al. 2015). 
 
Con esta denominación (ECVT) se conocen todas aquellas cepas de E. coli capaces de 
producir alguno de los 2 tipos de citotoxina conocidas como verotoxinas (VT) o toxinas shiga 
(Stx). 
 
Además de CH y SUH, los ECVT pueden provocar en seres humanos dolencias como 
diarrea no sanguinolenta, púrpura trombocitopénica trombótica (PTT) e incluso infecciones 
asintomáticas (Sánchez et al. 2010d). Normalmente este tipo de infecciones comienza con 1 a 
3 días de diarrea no sanguinolenta, que a continuación pasa a ser una CH en el 90% de los 
casos aproximadamente. Entre el 30% y el 60% de los casos cursa con vómitos, y se detecta 
fiebre, aunque escasa, en menos del 30% de los pacientes (Mead y Griffin, 1998). Después de 7 
días aparecen las complicaciones (SUH o PTT) en aproximadamente el 15% de los casos y el 
resto evoluciona hacia una resolución espontánea del proceso (Tarr et al. 2005). La tasa de 
mortalidad del SUH oscila entre un 5% y un 10% (Karmali, 1989; Blanco et al. 1993, 1995; 
Tarr et al. 2005; Karch et al. 2006). La eliminación del microorganismo, una vez resuelto el 
proceso, por parte de los individuos asintomáticos puede contribuir a una diseminación de la 
infección al colectivo, mediante la transmisión de persona a persona, si bien el período de 
mayor riesgo de transmisión probablemente sea la fase de diarrea aguda (Tarr et al. 2005). 
 
En 1987 Levine propuso incluir determinados ECVT, aquellos que presentan 
características clínico-patológicas coincidentes con las del serotipo O157:H7, dentro de la 
categoría de los E. coli enterohemorrágicos (ECEH). Este concepto es importante ya que en el 
fondo se basa en la creencia de que solo determinados ECVT serían realmente patógenos para 
seres humanos. En este sentido, Mellmann et al. (2008a) han denominado a las cepas capaces 
de producir SUH como ECSUH (E. coli asociadas a SUH). 
 
Los ECVT causantes de infecciones en seres humanos pertenecen a un amplísimo abanico 
de serotipos (Tabla 3). Ciertos serotipos de ECVT, tales como O26, O103, O111, O145 y 
O157, están altamente asociados con casos de CH y SUH, principalmente en países 
anglosajones y Japón (Griffin y Tauxe, 1991; Nataro y Kaper, 1998; Caprioli et al. 2005), y 
fueron, por tanto, clasificados como ECEH (Levine 1987; Tzipori et al. 1988). La mayoría de 
los casos de CH y SHU se han atribuido a cepas de ECEH del serotipo altamente virulento 
O157:H7, conocido popularmente como el bacilo O157 o la bacteria de las hamburguesas 
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(Riley et al. 1983; Carter et al. 1987; Karmali 1989; Kleanthous et al. 1990; Griffin y Tauxe, 
1991; Blanco et al. 1993a,b, 1994, 1995, 2001, 2002; Armstrong et al. 1996; Prats et al. 1996; 
Pièrard et al. 1997a; Kaper y O´Brien, 1998; Keskimäki et al. 1998; Paton y Paton 1998a; Reilly 
1998; Karch et al. 1999a; Pebody et al. 1999; Banatvala et al. 2001; Schmidt et al. 2001; Mora 
2002, 2005; Rangel et al. 2005; Garrido et al. 2006), si bien cada vez se registran con mayor 
frecuencia casos de infección ocasionados por cepas de ECVT pertenecientes a serogrupos 
distintos del O157, como O26, O103, O111, y O145, entre otros (Nataro y Kaper, 1998; Jelacic 
et al. 2003; Tozzi et al. 2003; Brooks et al. 2005; Karch et al. 2005; Nielsen et al. 2006; Rivas et 
al. 2006a; Werber et al. 2008b; Rúgeles et al. 2010; Coombes et al. 2011; Marejková et al. 2013; 
Taylor et al. 2013). Cabe destacar el O26:H11, considerado el segundo ECVT de mayor 
importancia por detrás del O157:H7, y que provocó en la UE el 18,6% de los casos de 
infección por este tipo de bacterias en el periodo 2007-2010 (EFSA/ECDC, 2012). Por todo 
esto, se suele clasificar a los ECVT en O157 y no O157. 
 
Tabla 3. Serotipos O:H de ECVT de origen humano. Adaptada de López, 2004 
 
PRINCIPALES SEROTIPOS ECVT DE ORIGEN HUMANO 
O1:H1,H2,H7,H20,HNM O71:HNM O123:H19,H49,HNM 
O2:H1,H2,H5,H6,H7,H11,H27, 
H29,H44,HNM O73:H34 O124:HNM 









O7:H4,H6,H8,HNM O78:HNM O129:HNM 
O8:H2,H9,H11,H14,H19,H21, 
H25,HNM O79:H7,H14 O130:H11 
O9:H7,H21,HNM O80:HNM O131:H4 
O11:H2,H8,H49,HNM O81:HNM,H? O132:HNM 
O12:HNM O82:H5,H8,HNM O133:H53,HNM 
O14:HNM O83:H1,HNM O134:H25 
O15:H2,H8,H27,HNM O84:H2,HNM O137:H6,H41 
O16:H6,H21,HNM O85:H10,H23,HNM O138:H2 
O17:H18,H41 O86:H10,H40,HNM O141:H2,H8,HNM 
O18:H7,H12,H15,HNM,H? O87:H16 O142 
O20:H7,H19,HNM O88:H25,HNM O143:HNM 

















O27:H30,HNM O95:HNM O152:H4 
O28:H25,H35,HNM O96:H19 O153:H2,H11,H12,H21, 
H25,H30,H33,HNM 




O37:H41 O101:H9,HNM O157:H7,HNM 




O40:H2,H8 O104:H2,H7,H16,H21,HNM O161:HNM 
O41:H2 O105:H18,H19,H20 0162:H4 
O43:H2 O106 O163:H19,H25,HNM 
O44 O107:H27 O165:H10,H19,H21,H25,
HNM 
O45:H2,H7,HNM O109:H2 O166:H12,H15,H28 















O60:HNM O116:H4,H19,H21,HNM O175(OX7):H16 
O64:H25 O117:H4,H7,H19,H28, HNM OX177:HNM 
O65:H16 O118:H2,H12,H16,H30,HNM OX178:H7 
O68:HNM O119:H5,H6,H25,HNM OX179:H8 
O69:H11,HNM O120:H19 OxX181:H49 
O70:H11 O121:H8,H11,H19,HNM  
En negrilla aparecen los serotipos asociados con el SUH 
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Por otro lado, Karmali y colaboradores propusieron en el año 2003 clasificar los ECVT en 
5 seropatotipos (del A al E), según su asociación con casos de SUH y brotes. Posteriormente, 
en el año 2011, debido al brote provocado por el seropatotipo híbrido O104:H4 en Alemania, 
se añadió una categoría especial a esta clasificación (Mora et al. 2011), ya que hasta la fecha 
ninguna cepa de ECVT había causado tantos casos de SUH (845 casos solo en Alemania) 
(AESAN, 2012). Finalmente, debido a su incidencia, se amplió el número de serotipos 
incluidos originalmente por Karmali (Tabla 4) (Brooks et al. 2005; EFSA, 2009, 2013; 
Bosilevac y Koohmaraie, 2011, 2012; Delanoy et al. 2012; Kobayashi et al. 2013). 
 
Tabla 4. Clasificación ECVT en seropatotipos y su relación con la virulencia. 
Fuente: Herrera, 2015 
 






tasas elevadas de 
mortalidad. 
Cepas enteroagregativas productoras de la 
toxina VT2a pertenecientes al serotipo 
O104:H4. 
Una cepa de esta categoría causó un gran 
brote de Alemania en el año 2011 que provocó 





O157:H7 (no fermentadoras de sorbitol) y 
O157:HNM (HNM=no móviles; fermentadoras de 
sorbitol) causantes de numerosos brotes y 
frecuentemente asociadas con casos 






Incluye serotipos que han causado brotes 
ocasionales y son relativamente comunes en 
casos esporádicos de SUH y CH. Las cepas 








Cepas con riesgo 
potencial elevado 
El seropatotipo C incluye serotipos no 
responsables de brotes pero que se han aislado 
de casos esporádicos de SUH y CH. Se incluyen 
únicamente los serotipos considerados de 












Cepas de riesgo 
moderado 
El seropatotipo D incluye serotipos no 
responsables de brotes y que nunca se han 
asociado con SUH, pero que sí se han aislado 
de pacientes con patologías menos graves 
(diarrea sin síntomas severos). Se especifican 
únicamente los serotipos considerados de 








Cepas de bajo 
riesgo 
Incluye una larga lista de serotipos aislados de 
animales, alimentos y del medioambiente no 
implicados nunca con casos 





Los ECVT también pueden producir infecciones en animales. En animales domésticos las 
colibacilosis son muy frecuentes, afectando principalmente a animales de pocos días de edad y 
recién destetados, ocasionando importantes pérdidas económicas en las explotaciones de 
ganado bovino, porcino y ovino (Mora, 2002; Kaper et al. 2004; Aidar-Ugrinovich et al. 2007). 
Los ECVT están además implicados en la enfermedad de los edemas en ganado porcino 
(Oanh et al. 2010). 
 
 1.6.1. Factores de virulencia 
  
Actualmente se conocen casi un centenar de genes que pueden influir en la virulencia de 
los ECVT (Karch et al. 1998, 1999b; Dobrindt et al. 2003). En la Tabla 5 figuran los genes y 
marcadores de virulencia más importantes. 
 















vt1 y/o vt2 Profagos 
Konowalchuk et al. 1977; 
Feng et al. 2011b; Scheutz et 
al. 2012 
pO157 ehlyA, katP, 
etp, stcE, etc. 
Plásmido Burland et al. 1998; Makino 
et al. 1998; Lim et al. 2010a 
LEE (isla de 
patogenicidad): 
genes eae, tir, 
espA, espD 
eae, tir, espA, 
espD Cromosoma 
Jerse et al. 1990; Jerse y 
Kaper, 1991; Kaper et al. 
1998, 1999; Paton et al. 
1998; McNally et al. 2001 
E-hlyA 
(enterohemolisina) 
E-hlyA Plásmido Schmidt et al. 1995 
Saa (adhesina 
autoaglutinante) saa Plásmido 
Paton et al. 2001; Toma et 
al. 2008 
SubAB (subtilasa) 
subAB1 Plásmido Paton et al. 2004 
subAB2-1 Cromosoma Tozzoli et al. (2010) 
subAB2-2 Cromosoma Funk et al. (2013) 
subAB2-3 Cromosoma 
Nüesch-Inderbinen et al. 
2015; Tasara et al. 2017 
EspP (serina 
proteasa) espP Plásmido 
Brunder et al. 1997; Orth et 
al. 2010; Xicohtencatl-Cortes 
et al. 2010 
KatP (catalasa 
peroxidasa) katP Plásmido 




stcE Plásmido Grys et al. 2005, 2006; 
Kobayashi et al. 2013 
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1.6.1.1. Verotoxinas (VT1 y VT2) 
  
Se considera que el principal factor de virulencia de los ECVT es la producción de toxinas 
Shiga (Stx), también conocidas como verotoxinas (VT) (Kaper et al. 2004; Gyles, 2007). Las 
verotoxinas son potentes citotoxinas que destruyen las células Vero y están relacionadas 
estructural e inmunológicamente con la toxina Shiga producida por Shigella dysenteriae tipo 1 
(Konowalchuk et al. 1977; Blanco et al. 1983; O´Brien y Holmes, 1987; Takeda et al. 1993; 
Scotland y Smith, 1997). 
 
Las verotoxinas se encuentran codificadas en el genoma de profagos integrados en el 
cromosoma bacteriano (Jackson et al. 1987; Willshaw et al. 1987; Strocbine et al. 1988; 
O´Brien et al. 1989; Muniesa y Jofre, 1998; Unkmeir y Schmidt, 2000; Koch et al. 2001; 
Schmidt 2001; Muinesa et al. 2003, 2004; Allison, 2007) y están constituidas por una 
subunidad enzimática A de aproximadamente 33.000 d, en la que radica la actividad 
enzimática, y 5 o 6 subunidades B que tienen un peso molecular de unos 7.500 d y cuyo papel 
es fijar la toxina a receptores celulares compuestos por glicolípidos (Gb3 o Gb4). Estas toxinas 
inhiben la síntesis proteica al inactivar catalíticamente la subunidad ribosomal 60S. En cuanto 
a la patogénesis, las verotoxinas son liberadas en el intestino, pasan a la sangre y causan daños 
en el epitelio vascular. Inducen una coagulación intravascular local y una acumulación de 
fibrina en el sistema nervioso central, en el tubo digestivo y en los riñones. Estos eventos 
pueden conducir a un daño intestinal, renal, cerebral o multisistémico (Karmali, 1989). 
 
Existen 2 tipos de verotoxinas, VT1 y VT2, y varias variantes de VT1 (VT1a, VT1c y 
VT1d) y VT2 (VT2a, VT2b, VT2c, VT2d, VT2e, VT2f, VT2g) (Feng et al. 2011b; Scheutz et al. 
2012) (Tabla 6). 
 








Humanos, bovino y 
ovino 
Zweifel et al. 2013; 
Shridhar et al. 2017 
VT1c Stx1c = Stx1ox3 Humanos y ovino 
Brett et al. 2003; Beutin 
et al. 2004; Lienemann 
et al. 2012 
VT1d Stx1d 
Bovino, carne, 
ciervo y jabalí  
Bürk et al. 2003; Martin 
y Beutin, 2011 
VT2 
VT2a Stx2a Humanos Friedrich et al. 2002 
VT2b Stx2b Humanos y ciervos Eggert et al. 2012 
VT2c 
Stx2c (Stx2c, Stx2d-ount, 
Stx2d-ox3a) 
Humanos y bovino Friedrich et al. 2002 
VT2d Stx2d (Stx2-vha, Stx2-vhb) Ovino Friedrich et al. 2002 
VT2e Stx2e (Stx2e, Stx2ev) Porcino Oanh et al 2010 
VT2f Stx2f Palomas Schmidt et al. 2000 




La toxina VT2 es la más potente, siendo los subtipos VT2a y, en menor medida, VT2c y 
VT2d los comúnmente asociados a SUH (Friedrich et al. 2002; Feng et al. 2011b). En 
contraste, VT2b (Stritt et al. 2013), VT2e (Friedrich et al., 2002), VT2f (Skinner et al. 2013), y 
VT2g (Prager et al. 2011) raramente se han asociado a enfermedades graves en humanos. La 
verotoxina VT2b se describió en cepas ECVT aisladas de ciervos, ganado ovino y caprino 
(Martin y Beutin 2011), y la VT2g en productos de origen bovino (Stephan et al. 2008). Por 
otro lado, VT2e está asociada a las cepas de E. coli verotoxigénicas causantes de la enfermedad 
de los edemas en cerdos (Oanh et al. 2012), mientras que VT2f es la más frecuentemente 
encontrada en cepas ECVT aisladas de pájaros, fundamentalmente palomas (Schmidt et al. 
2000). 
 
En cuanto a VT1, VT1a se ha asociado a SUH, a diarrea sanguinolenta y a diarrea 
(Zweifel, et al. 2013). VT1c se ha relacionado principalmente a diarrea sin complicaciones o 
con portadores asintomáticos (Friedrich et al. 2002, 2003; Beutin et al. 2004), aunque también 
se describió en algún caso de SUH (Lienemann et al. 2012). Mientras que VT1d se ha asociado 
principalmente a ganado bovino y a carne de ciervo y jabalí (Bürk et al. 2003; Martin y Beutin, 
2011). 
 
1.6.1.2. Otros factores de virulencia 
  
Los ECVT, además de producir verotoxinas, presentan factores de virulencia adicionales 
que incrementan su poder patógeno y que están principalmente codificados en profagos, islas 
de patogenicidad o plásmidos (Tabla 5) (Torres et al. 2002, 2005a,b; Jordan et al. 2004; Kaper 
et al. 2004; Karmali, 2004; Toma et al. 2004; Mainil y Daube, 2005; Prager et al. 2005, 
Scalestsky et al. 2005; Shen et al. 2005; Garrido et al. 2006; Hedican et al. 2009). 
  
Los ECVT se unen al epitelio del intestino grueso a través de diferentes tipos de adhesinas 
codificadas en el plásmido CDV419 (pO157) (plásmidos similares en otros serotipos) o de la 
intimina codificada en la isla de patogenicidad LEE, y posteriormente barren el microvilli 
intestinal. Aunque los ECVT se unen íntimamente a los enterocitos, no llegan a invadirlos 
intracelularmente. El 100% de las cepas de ECVT O157 poseen el gene eae y el plásmido 
pO157 (CVD419), frente a menos del 30% de los ECVT no O157. El gen eae se ha asociado 
claramente con la virulencia, y se detecta en la mayoría (> 90%) de las cepas causantes del 
SUH (Blanco et al. 2004; Beutin et al. 2004, Karmali, 2004). No obstante, aunque el gen eae se 
considera que es un importante factor de virulencia de los ECVT, su presencia no es esencial 
para la patogenicidad e incluso cepas eae negativas pueden provocar patologías muy graves, 
como es el caso de los brotes de SUH en EE.UU. y Australia causados por cepas de ECVT 









El pO157 es un plásmido con un tamaño de 92 a 104 kb (Burland et al. 1998; Makino et 
al. 1998; Lim et al. 2010a). Otros plásmidos similares a pO157 con un tamaño entre 70 y 200 
kb también se encontraron en la mayoría de los ECVT aislados de seres humanos y animales 
(Nataro y Kaper, 1998). Todos estos plásmidos son portadores de genes como la hemolisina y 
los genes que influyen en la adhesión bacteriana. Hay autores que sugieren la existencia de 
una correlación entre estos grandes plásmidos y el paso de diarrea a SUH (Caprioli et al. 
2005). 
 
El pO157 muestra una estructura dinámica e incluye diferentes elementos genéticos 
móviles como transposones, profagos, secuencias de inserción y partes de otros plásmidos. La 
secuencia completa de pO157 revela 100 regiones codificantes de proteínas (ORFs) (Burland 
et al. 1998). Entre ellas, solo 43 ORFs mostraron suficientes similitudes con proteínas 
conocidas. 
 
Dentro del pO157 se caracterizaron diferentes genes, incluyendo una hemolisina (E-hlyA) 
(Schmidt et al. 1995), una catalasa-peroxidasa (katP) (Brunder et al. 1996), un aparato de 
sistema de secreción de tipo II (etp) (Schmidt et al. 1997), una serina proteasa (espP) (Brunder 
et al. 1997), una adhesina putativa (toxB) (Tatsuno et al. 2001), una metaloproteasa de zinc 
(stcE) (Lathem et al. 2002) y un fragmento de eae conservado (ecf) (Yoon et al. 2005). A pesar 
de que varios estudios muestran que los genes codificados en el pO157 contribuyen a la 
adhesión bacteriana en el cultivo celular, la supervivencia in vitro, la colonización y 
persistencia en el ganado (Tatsuno et al. 2001; Lim et al. 2007), la importancia biológica de 
pO157 no está plenamente demostrada (Lim et al. 2010a, 2010b). 
 
Isla de patogenicidad LEE 
  
Aunque el gen eae, que codifica para la intimina, es el principal gen implicado en la lesión 
intestinal de adhesión y barrido (attaching and effacing), existen otros genes que también 
están implicados y que se agrupan en una isla de patogenicidad conocida como “Locus of 
Enterocyte Effacement” (LEE) (Jerse et al. 1990; Jerse y Kaper, 1991; Kaper et al. 1998, 1999; 
Paton et al. 1998; McNally et al. 2001). 
 
La isla LEE de la cepa EDL933 del serotipo O157:H7, secuenciada completamente, 
muestra un tamaño de 43.359 pb y un total de 41 genes (Perna et al. 1998). Presenta un 
contenido en G+C (39,59%) mucho menor que el del resto del cromosoma bacteriano y tiene 
en sus extremos secuencias repetitivas, lo que refleja una transferencia genética horizontal. El 
gen eae codifica para la intimina (proteína de Eae de 94 a 97 KDa de la membrana externa de 
la pared celular) que actúa como adhesina fijando íntimamente la bacteria al enterocito 
(Kaper et al. 2004). La bacteria también produce los receptores Tir (Translocated intimin 
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receptor) a los que se une la intimina. Los receptores Tir son translocados por el sistema de 
secreción tipo III (complejo oligomérico a modo de anillo con un poro central de unos 20 nm) 
y en el enterocito son fosforilados y se insertan en la membrana. Las proteínas EspA, EspB y 
EspD (E. coli secreted proteins) también son secretadas por el sistema tipo III y aunque su 
función concreta se desconoce, la secreción de las mismas es esencial para la formación de la 
lesión de adhesión y borrado. 
La diferenciación de los alelos que codifican para los distintos tipos de intiminas es 
importante para el diagnóstico, la epidemiología y el establecimiento de las relaciones clonales 
de los ECVT y los ECEP, así como para los estudios inmunológicos y el desarrollo de vacunas. 
El gen eae presenta una región C-terminal (3´) altamente variable de 280 aminoácidos que 
codifica para la parte de la proteína que interacciona directamente con el receptor tir. Por el 
contrario, la región N-terminal es muy conservada. Ello favorece enormemente los estudios de 
detección y caracterización del gen eae: por una parte es posible establecer unos cebadores 
basados en la región variable del gen que sirvan para diferenciar las diferentes variedades, pero 
también es posible el diseño de cebadores basados en la región conservada, para la detección 
conjunta de todas ellas. Gannon et al. (1993) diferenciaron 5 variedades del gen eae al analizar 
los fragmentos generados al digerir con enzimas de restricción el ADN amplificado por 
cebadores específicos de la región conservada del gen eae de diferentes cepas de ECVT y 
ECEP. Posteriormente, Adu-Bobie et al. (1998) describieron 4 variedades de intiminas 
diferenciables mediante PCR: α, β, γ, δ. Oswald et al. (2000) identificaron la intimina tipo ε en 
un ECVT del serotipo O103:H2, y establecieron la existencia de los subtipos α1, α2, γ1 y γ2. 
Tarr y Whittam (2002), trabajando con cepas humanas de los serotipos O111:H8 y O111:H9, 
comprobaron que las cepas del serotipo O111:H8 presentaban la intimina θ, mientras que las 
cepas del serotipo O111:H19 poseían la nueva intimina ζ. La intimina ζ también se determinó 
en cepas de ECVT O84:HNM de origen bovino por Jores et al. (2003) y en ECVT del serotipo 
O156:HNM de origen ovino por Blanco et al. (2003b). Zhang et al. (2002b) determinaron la 
secuencia nucleotídica de 3 nuevas variedades del gen eae: κ, η, ι. Posteriormente, en el LREC, 
Blanco y colaboradores (2004a, b, c), tras descubrir otras 4 nuevas variantes (β2, μ, ν, ξ), 
desarrollaron un sistema de tipado por PCR que permite detectar y diferenciar 15 tipos y 
subtipos de intiminas: α1, α2, β1, β2, γ1, γ2/θ, δ/κ, ε, ζ, η, ι, λ, μ, ν, ξ. A día de hoy, se han 
descrito 34 tipos y subtipos de intiminas: α1, α2, β1, β2, β3, γ1, γ2, δ, ε1, ε2, ε3, ε4, ε5, ζ1, ζ2, 
ζ3, ν, η1, η2, θ1, θ2, ι1A, ι1B, ι1C, ι2, υ, κ, λ, μ, ο, π, τ, ρ y σ (Adu-Bobie et al. 1998; Oswald et 
al. 2000; Tarr y Whittam, 2002; Zhang et al. 2002b; Blanco et al. 2003a, 2004b, 2005, 2006a; 
Garrido et al. 2006; Mora et al. 2009; Horcajo et al. 2012). El análisis filogenético revela la 
existencia de 5 grupos de intiminas relacionadas: (I) α1, α2, ζ, ν; (II) β1, β2, δ, κ; (III) , γ1, γ2, 
θ, μ; (IV) ι, λ; (V) ε, η, ξ (Zhang et al. 2002b; Blanco et al. 2004b). Debido a que las secuencias 
nucleotídicas de las variedades de los genes γ2 y θ son casi idénticas (99% homología en la 
región variable), no es posible su diferenciación por PCR. Lo mismo pasa con las intiminas δ y 
κ (98% homología en la región variable). Todas las cepas de ECVT del serotipo O157:H7 
presentan la intimina γ1. Dicha variedad también se encuentra en ECVT O145 y ECEP 
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O55:HNM. Las intiminas α1, α2, δ/κ y μ se encuentran en ECEP humanos. En contraste, las 
intiminas γ1, γ2/θ, ε y ζ se detectan principalmente en ECVT de origen humano y animal. La 
intimina β1 se encuentra en ECEP y ECVT de origen humano y animal. Las intiminas α2, η, ι, 
λ, ν, ξ son raramente encontradas tanto entre ECEP como entre ECVT, como entre otros tipos 
de ECAE (Oswald et al. 2000; Zhang et al. 2002b; Blanco et al. 2004a,b,c). 
Gen de la enterohemolisina (E-hlyA) 
Muchos ECVT producen un tipo de hemolisina plasmídica denominada 
enterohemolisina (E-hlyA) (Jerse et al. 1990; Barret et al. 1992; Schmidt et al. 1994, 1995; 
Beutin et al. 1995; Oswald et al. 2000). La enterohemolisina fue el primer factor de virulencia 
descrito en el plásmido pO157 (Schmidt et al. 1995). Se ha descrito que el 90% de los ECVT 
aislados de infecciones humanas son portadores del gen E-hlyA (Nataro y Kaper, 1998). 
Además, dicho gen se encuentra en muchos serotipos de ECVT, tales como O5:HNM, 
O26:H11, O84:H2, O103:H2, O111:HNM, O113:H21 y O157:H7 que se asocian comúnmente 
con enfermedades diarreicas y SUH, y por lo tanto, el gen E-hlyA se elige frecuentemente 
como identificador de ECVT (Beutin et al. 1989; Willshaw et al. 1992; Schmidt et al. 1995; 
Schmidt y Karch, 1996; Sandhu et al. 1997; Lehmacher et al. 1998; Zhang et al. 2000b; 
Cookson et al. 2006b). El posible papel de E-hlyA en la patogénesis de ECVT sería la 
liberación de hierro a partir de eritrocitos y así facilitar el crecimiento de ECVT en el 
hospedador (Saitoh et al. 2008). 
En un estudio realizado por Cookson y colaboradores (2007) observaron 6 subtipos de E-
hlyA mediante el uso de una única endonucleasa de restricción utilizando la técnica de PCR-
RFLP. En dicho estudio, los autores demostraron la asociación existente no solo entre la 
presencia de la E-hlyA y las variantes del gen eae en cepas de ECVT aisladas de ganado vacuno 
y ovino, sino también entre cepas E-hlyA y eae-positivas de ECEPa aisladas de dichos 
portadores. 
En general, el gen E-hlyA se encuentra altamente conservado (> 95% de homología) entre 
la mayoría de cepas ECEPa y ECVT, pero como se ha demostrado por los datos del estudio de 
Cookson y colaboradores (2007), se pueden distinguir fácilmente diferentes subtipos E-hlyA 
por métodos de PCR-RFLP, con objeto de analizar la potencial patogenicidad y factores de 
virulencia asociados a estos subtipos. Hay datos que indican que E-hlyA también está presente 
en cepas vt negativas eae negativas de E. coli, pero los subtipos E-hlyA de estas cepas no han 
sido analizadas (Hornitzky et al. 2005; Boczek et al. 2006). 
Gen de la adhesina autoaglutinante (saa) 
Paton y colaboradores (2001) describieron en la cepa O113:H21 eae negativa, responsable 




en un plásmido de elevado peso molecular (>90 kb). Esta adhesina Saa también se ha 
detectado en cepas ECVT eae negativas de los serotipos O8:H19, O20:H19, O91:H21 y 
O91:H14 (Etcheverría y Padola, 2013; Feng y Reddy, 2013; Amézquita-López et al. 2014; 
Kameyama et al. 2015). 
 
Existen múltiples variantes del gen saa basadas en la presencia o ausencia de una serie de 
repeticiones en el extremo 3'. Se había planteado la hipótesis de que las variaciones de este 
extremo 3' son un mecanismo para la regulación bacteriana de la afinidad para la adhesión, y 
que variantes más cortas son menos adhesivas que las variantes más largas (Paton et al. 2001; 
Lucchesi et al. 2006). Esta hipótesis fue examinada con detalle en un estudio llevado a cabo 
por Toma y colaboradores (2008), en el que se verificó la presencia del gen en 32 cepas de 
ECVT diferentes, así como el comportamiento de adhesión de dichas cepas a las células HEp-
2 y a las células Caco-2. Si bien se encontraron diferencias en el grado de adherencia en estas 
cepas, el estudio no pudo probar una correlación entre la longitud de la repetición en su 
secuencia y las capacidades adhesivas, ni tampoco entre los niveles de expresión del gen saa y 
las propiedades adhesivas (Toma et al. 2008). 
 
Gen de la subtilasa (subAB) 
  
Otro factor de virulencia asociado a los ECVT es la citotoxina subtilasa (SubAB), 
codificada en 2 genes cotranscritos (subA y subB) e implicada en la virulencia de las cepas ECVT 
eae negativas (Paton et al. 2004). Se ha sugerido que esta toxina podría potenciar los efectos de 
las verotoxinas o, incluso, causar patologías por ella misma (Paton y Paton 2005, 2010). 
Experimentos in vivo han demostrado que la SubAB es letal para las células Vero (Paton et al. 
2004). Además, puede participar directamente en el mecanismo de la diarrea en niños 
(Gerhardt et al. 2013) y puede contribuir al SUH lesionando las células glomerulares 
endoteliales humanas (Amaral et al. 2013). Según los resultados obtenidos en un estudio llevado 
a cabo por Funk et al. (2013) la SubAB debe ser considerada como marcador de virulencia, 
especialmente en cepas de ECVT responsables de infecciones alimentarias. Orden y 
colaboradores (2011) demostraron que los genes subAB están ampliamente distribuidos entre 
las cepas de ECVT de rumiantes sanos, lo que sugiere que estas cepas pueden tener más 
importancia como patógenos para humanos de lo que se creía. Asímismo, los resultados 
obtenidos en un reciente estudio realizado por Fierz et al. (2017) también sugieren que la 
presencia de subAB en las cepas ECVT asociadas a infecciones en humanos está subestimada 
ya que se trata de un factor de patogenicidad emergente que hasta el momento no se estaba 
investigando en aislados de pacientes con infecciones. 
 
La subtilasa es una toxina de tipo AB5. Fue descrita por primera vez por Paton et al. (2004) 
que demostraron que esta citotoxina es letal para los ratones, y produce un extenso daño 
microvascular, trombosis y necrosis en múltiples órganos, incluyendo el cerebro, los riñones y el 
hígado (Paton et al. 2004). Fue denominada “subtilasa” porque su subunidad A de 35-kDa es 
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una serina proteasa de subtilasa, lejanamente relacionada con el producto del gen BA_2875 de 
Bacillus anthracis. La subunidad B está relacionada con una proteína exportada de Yersinia 
pestis, y al igual que VT, forma un pentámero, que media la unión a los receptores de 
glicolípidos en la superficie de la célula diana. El prototipo de la citotoxina subtilasa (SubAB) se 
describió en la cepa 98NK2 del serotipo O113:H21 LEE-negativo, que fue responsable de un 
pequeño brote de SUH en Adelaida, Australia del Sur, en 1998 (Paton et al. 1999), que en la cepa 
98NK2 se encuentra en un gran plásmido de virulencia designado pO113 (Paton et al. 2004). 
 
En otro estudio realizado por Paton y Paton (2005) observaron que en la cepa 98NK2, el 
gen subAB estaba flanqueado en 3´por el gen que codifica para la adhesina autoaglutinante Saa 
(Paton et al. 2001), y además que un pilus tipo IV que incluye en su codificación el gen pilS 
(Srimanote et al. 2002) estaba localizado aproximadamente 7kb después. Las 16 cepas de ECVT 
SubAB-positivas analizadas en dicho estudio también fueron positivas para ambos genes saa y 
pilS. Sin embargo, la correlación encontrada no fue del 100%, ya que una cepa positiva para 
ambos genes flanqueantes, fue negativa para el gen subAB, mientras que otras 6 cepas subAB-
negativas fueron positivas, bien para saa, o pilS. 
 
Posteriormente, en un estudio llevado a cabo por Tozzoli y colaboradores (2010), se 
describió por primera vez la producción de SubAB por 2 cepas de E. coli VT negativas (ED591 y 
ED32), aisladas de casos no relacionados de diarrea infantil. La caracterización de los genes 
subAB mostró una similitud del 90% de la secuencia nucleotídica con la de la SubAB prototipo, 
localizada en el plásmido de virulencia de la cepa 98NK2 ECVT O113 (pO113). En ambas cepas, 
SubAB estaba físicamente asociada con el gen tia, un determinante genético de invasión de E. 
coli enterotoxigénico. Las cepas fueron negativas para el gen saa, localizado en pO113 y presente 
en muchas de las cepas SubAB-positivas descritas hasta ese momento. Los resultados de dicho 
estudio indicaban que la producción de SubAB no se limitaba a ECVT y sugerían que la isla de 
patogenicidad SubAB-tia estaría implicada en la difusión de los genes subAB, como una 
alternativa al plásmido pO113. 
 
Estudios posteriores, corroboraron la existencia de diferentes variedades de SubAB (Orden 
et al. 2011). Orden y colaboradores (2011) secuenciaron el gen subA en 12 cepas y demostraron 
que en la mayoría de las cepas ECVT subAB aisladas de ganado bovino presentaba una 
identidad del 99% con el de la cepa 98NK2, mientras que el gen subA en la mayoría de las cepas 
ECVT subAB aisladas de pequeños rumiantes era casi indéntico a la cepa ED591 (cepa ECVT 
negativa, aislada en el estudio de Tozzoli et al. 2010). Estos autores propusieron los términos 
subAB1 para describir los genes que codifican la SubAB de la cepa 98NK2 (VT+) asociada a 
ganado bovino, y subAB2 para describir la SubAB de la cepa ED591 (VT-) asociada a pequeños 
rumiantes. Los resultados de este estudio demostraron la amplia distribución de los genes 
subAB entre las cepas ECVT aisladas de ganado ovino y caprino, sugiriendo nuevamente que 





Sánchez y colaboradores (2012) también encontraron la nueva variante del gen subAB en 
12 cepas ECVT del serotipo O128:H2 aisladas de ganado ovino, de ciervos y de una paciente con 
CH. Estas cepas eran todas portadoras del gen tia pero no del gen saa, lo que sugería que se 
trataba de la variante de SubAB codificada en una isla de patogenicidad junto con el gen tia. Al 
igual que en el estudio de Orden y colaboradores (2011), estos autores también encontraron que 
la mayoría de las cepas ECVT SubAB positivas aisladas de ganado ovino eran portadoras de la 
nueva variante de la SubAB descrita por Tozzoli y colaboradores (2010). 
 
Por otro lado, Michelacci y colaboradores (2013) determinaron la secuencia completa de la 
isla de patogenicidad que contiene el operón SubAB2 en el prototipo de la cepa de E. coli ED32 y 
describieron su contenido genético. Estos autores, también encontraron una cepa positiva para 
ambos subtipos de subtilasa (SubAB1 y SubAB2), así como para los genes saa y tia, sugiriendo la 
presencia de la isla de patogenicidad que codifica para la subtilasa y que estos autores 
denominaron SE-PAI, y un plásmido similar al descrito en la cepa prototipo 98NK2 O113. En 
este estudio también encontraron que el operón SubAB2 estaba presente en una cepa ECET. Este 
hallazgo podría estar relacionado con la presencia del gen tia en SE-PAI, de hecho el gen tia fue 
descrito inicialmente como un gen de virulencia de ECET (Fleckenstein et al. 1996), sugiriendo 
que SE-PAI puede haber crecido como una estructura de mosaico, a través de eventos de 
recombinación que implicarían a ECET, antes de la adquisición de forma estable por ECVT 
LEE-negativas. Según los autores de este estudio, la alta prevalencia de genes subAB2 en ECVT 
de origen ovino, sugeriría que el ganado ovino puede representar un importante reservorio 
animal de cepas ECVT-LEE negativas subAB2-positivas, y confirmaría el origen zoonósico de 
infecciones humanas. Por otro lado, los resultados obtenidos en un estudio llevado a cabo por 
Sánchez y colaboradores (2013) sugieren que los animales de caza, y principalmente los 
ciervos, pueden representar un importante reservorio animal de cepas ECVT eae negativas y 
subAB2 positivas, poniendo también de relieve el potencial riesgo de patogenicidad para seres 
humanos. 
 
Funk y colaboradores (2013) detectaron una nueva variante de SubAB2, y denominaron 
SubAB2-1 a la variante cromosómica descrita anteriormente y SubAB2-2 a la nueva variante 
cromosómica. Esta nueva variante fue relacionada con un gen cromosómico que 
hipotéticamente codifica una proteína de eflujo de la membrana externa (OEP). En este 
estudio también observaron cepas ECVT portadoras de ambas variantes de subAB2. Los 
análisis de secuencias mostraron secuencias conservadas en los alelos con localización 
plasmídica y heterogeneidad en las secuencias de los genes cromosómicos de SubAB2. 
 
Recientemente, se ha descrito un aislado de corzo que resultó positivo en un análisis 
inicial para el gen subAB, pero negativo para el subtipado de las variantes (Nüesch-Inderbinen 
et al. 2015). Este aislado presentaba una nueva variante alélica subAB2 que ha sido designada 
como subAB2-3 y que se asoció con un gen que codifica una proteína de función aún 
desconocida, que se encuentra 527 pb después del locus subAB. La localización genética de 
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este operón SubAB no mostró ninguna similitud con los alelos subAB2-1 y subAB2-2. Para poder 
detectar esta nueva variante, que también estaría situada en el cromosoma, Tasara y 
colaboradores (2017) han diseñado un primer que, junto con otros previamente descritos, 
permiten su identificación. 
 
Varios autores han descrito la presencia de subAB principalmente en cepas de ECVT eae 
negativas de los serogrupos no O157 tales como O77, O79, O105 y O146 (Paton y Paton 2010; 
Fierz et al. 2017), del serotipo O128:H2 de ganado ovino (Sánchez et al. 2012), y de otros 
ECVT de diversos orígenes (Slanec et al. 2009; Michelacci et al. 2013; Pereira et al. 2013). 
También se ha descrito en cepas asociadas a casos humanos de infección (Paton y Paton, 2005; 
Wolfson et al. 2009; Tozzoli et al. 2010; Michelacci et al. 2013; Fierz et al. 2017). 
 
Gen de la serina proteasa (espP) 
  
Una proteína autotransportadora importante en ECVT es EspP (serina proteasa). Esta 
proteína identificada en 1997, está codificada en el plásmido pO157 (Brunder et al. 1997) y 
tiene capacidad adhesiva (Peterson et al. 2010). Hay estudios que indican que esta proteína 
puede desempeñar un papel en la patogénesis de ECVT y en la gravedad de la enfermedad del 
SUH (Orth et al. 2010; Xicohtencatl-Cortes et al. 2010). Además, Dziva y colaboradores 
(2007) observaron que EspP influye en la colonización intestinal de los terneros y adherencia a 
las células epiteliales intestinales primarias de la especie bovina. 
 
EspP es un miembro de los autotransportadores de la serina proteasa de enterobacterias y 
está entre las más abundantes proteínas secretadas de ECVT (Henderson y Nataro, 2001). 
  
En la caracterización inicial de esta proteasa, Brunder et al. (1997) mostraron que EspP 
puede escindir el factor humano de coagulación V (FV). El FV es una glicoproteína de cadena 
única de 330 kDa presente en el plasma humano (Kane et al. 1986) y un componente crítico 
de la coagulación (Asselta et al. 2006). Luego, los autores plantearon la hipótesis de que la 
degradación local del FV por EspP, secretada por ECVT unido a la mucosa gastrointestinal, 
puede resultar en una reducción de la actividad de FV que conduce a la prolongación del 
tiempo de coagulación; por lo tanto EspP puede jugar un papel en la fisiopatología de diarrea 
y SUH mediante el aumento de la hemorragia en el tracto gastrointestinal (Brunder et al. 
1997). 
 
Así, según los resultados obtenidos en un estudio realizado por Kuo y colaboradores 
(2016) sugieren que espP puede tener un papel en la patogénesis de la CH, diarrea y SUH, 
pero no es ni un factor de virulencia necesario ni suficiente en la génesis de la enfermedad. Lo 
más probable es que EspP puede actuar a través de muchos mecanismos diferentes y en 
concierto con otros factores de virulencia como VT, E-hlyA y citotoxina subtilasa para 




en este mismo estudio también se obtuvieron resultados que indican que EspP altera la 
hemostasis in vitro por la disminución de las actividades de los factores de coagulación V, VII, 
VIII y XII, y de la protrombina, mediante la reducción de la fuerza de coágulos y la 
aceleración de la fibrinolisis, y proporcionan evidencia adicional de un papel funcional para 
esta proteasa en la virulencia de ECVT y el desarrollo de SUH y diarrea. 
 
Hasta la fecha, además de asociado al serotipo O157:H7, el gen espP se ha detectado en 
cepas de ECVT pertenecientes a 55 serotipos diferente y portadores de 5 tipos de espP: α, β, γ, 
δ, y ε (Brockmeyer et al. 2007; Bielaszewska et al. 2009). De éstos, espPα aparece asociado con 
los serogrupos altamente patógenos (O157, O26, O111 y O145) (Brockmeyer et al. 2007; Khan 
et al. 2009). 
 
Gen de la enzima catalasa-peroxidasa (katP) 
  
El gen katP codifica para la actividad de la enzima catalasa peroxidasa, y fue identificado 
en el plásmido pO157 de cepas ECVT O157 (Brunder et al. 1996). Este gen se encuentra en 
todos los E. coli O157:H7 pero no se localiza en ECEP, ECET, ECEI ni ECEAgg. La enzima 
que codifica podría facilitar a E. coli O157:H7 la colonización del tracto intestinal al reducir el 
estrés oxidativo y mediante el aprovechamiento del oxígeno en condiciones de oxígeno 
disminuidos en las que se encuentra el intestino (Lim et al. 2010a). Este gen tiene un tamaño 
de 2,2 kb y es altamente homólogo a la catalasa peroxidasa bacteriana. La actividad de la 
enzima KatP de E. coli O157:H7 se demostró tanto en el citoplasma como en las fracciones del 
periplasma. La secuencia de señal N-terminal sugiere que esta enzima es transportada a través 
de la membrana citoplasmática (Brunder et al. 1996; Lim et al. 2010a). 
 
Gen de la metaloproteasa (stcE) 
 
Otro gen implicado en la virulencia es stcE. Codifica para una proteína de 95 kDa, proteína 
de gran tamaño, puesto que la mayoría de las metaloproteasas, tienen generalmente masas 
moleculares de 25 a 60 kDa (Grys et al. 2005). StcE juega un papel crítico en la colonización, 
desenmascarando proteolíticamente la superficie de la célula hospedadora para permitir la 
íntima adherencia de los ECVT a las células epiteliales del intestino, degradando y reduciendo la 
viscosidad de la capa mucosa intestinal. El gen stcE se encuentra localizado en el plásmido 
pO157 (Grys et al. 2005). Hay estudios que demuestran que la presencia de este gen, junto con el 
gen katP y los genes de la isla de patogenicidad LEE, podrían identificar un genotipo de cepas 
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 1.6.2. ECVT: importantes patógenos emergentes 
  
En la primera descripción de los ECVT, Konowalchuk y colaboradores (1977) 
descubrieron que algunas cepas aisladas de niños con diarrea en Canadá pertenecientes a los 
serogrupos O26 y O111 eran capaces de producir verotoxinas. En otras partes del mundo se 
estaban detectando, asimismo, cepas de diferentes serogrupos asociados con diarrea infantil, 
principalmente en el Reino Unido (Wade et al. 1979) y Nueva Zelanda (Wilson y Bettelheim, 
1980). Estas cepas no habían aparecido repentinamente, ya que en un estudio retrospectivo 
realizado sobre cepas de E. coli aisladas de individuos sanos en los años 70, se demostró que 
ECVT O20:HNM estaban ya entonces presentes (Bettelheim y Wilson, 1982). Otros estudios 
retrospectivos realizados en Reino Unido, EE.UU. y Canadá sobre cepas de E. coli aisladas y 
serotipadas durante la década de los 70, sugieren que el serotipo O157:H7 era por aquel 
entonces poco frecuente (Griffin y Tauxe, 1991). 
 
Probablemente el primer brote importante debido a un ECVT no O157 descrito en la 
literatura sea el sucedido en el norte de Virginia, EE.UU., en 1953-1954. Este fue un pico de 
un brote general ocurrido a lo largo de la costa este de EE.UU. e implicó también amplias 
zonas de Nueva Inglaterra. Se describieron casos en hospitales y guarderías que afectaron a 
neonatos, y en los que el principal organismo aislado era un E. coli del serogrupo O111. No se 
han llevado a cabo estudios para determinar si aquellas cepas eran productoras de verotoxinas, 
pero la clínica descrita así lo sugiere, particularmente debido a que un número concreto de 
casos se diagnosticaron como SUH. En la época se consideró que el agente responsable era un 
ECEP, sin embargo es mucho más probable que fuera un ECVT (Belnap y O´Donnell, 1955). 
 
El primer caso de SUH descrito como tal fue en 1955 (Gasser et al. 1955) y se asoció 30 
años después con una enteritis provocada por un ECVT (Karmali et al. 1985). No obstante, 
existe una referencia anterior asociada a la muerte de un soldado británico en 1918 en 
Salónica (Grecia) tras padecer síntomas de disentería, con lesiones histopatológicas muy 
probablemente causadas por un SUH asociado con ECVT (Bamforth, 1923; Tarr et al. 2005). 
 
La infección por un ECVT del serotipo O157:H7 fue descrita por primera vez en 1982, en 
EE.UU., asociada a 2 brotes de CH que afectaron a 47 personas que habían comido en 
diversos restaurantes de comida rápida de la misma cadena (Riley et al. 1983; Wells et al. 
1983). El ECVT causante de los brotes pertenecía a un serotipo (O157:H7) muy raramente 
aislado hasta la fecha, y que mostraba una peculiaridad con respecto a la mayoría de las cepas 
de E. coli, ya que era incapaz de fermentar el sorbitol. 
 
Se cree que la relativamente reciente adquisición de fagos VT es responsable de la 
emergencia del ECVT O157 como nuevo patógeno. Procedería de un progenitor de menor 
patogenicidad modificada por transferencia horizontal y recombinación (Whittam et al. 1993, 




del serotipo O55:H7 dotado ya de un mecanismo de adhesión al epitelio intestinal (LEE). Feng 
y colaboradores (2007) describieron un modelo de la evolución del E. coli O157 a partir de un 
ancestro. El modelo, que se muestra en la Figura 4, sugiere una explicación de las diferencias 
genotípicas y fenotípicas entre las cepas, incluidos los cambios en la adquisición de los genes 





Figura 4. Evolución de la cepa O55:H7 a O157:H7. Adaptada de Feng et al. 2007 
 
  
1.6.2.1. ECVT O157 y no O157 
 
Tanto a nivel mundial como en España en particular los ECVT O157 han sido responsables 
de la mayoría de los brotes. No obstante, se observa una diferencia significativa entre grandes y 
pequeños brotes respecto a los ECVT no O157. De esta manera, las cepas ECVT no O157 
responsables de provocar grandes brotes (≥100 casos) pertenecen a un número limitado de 
serogrupos (6 serogrupos distintos), entre los que destaca el O111 con un 16,2%. Por el 
contrario, las cepas ECVT no O157 responsables de brotes pequeños (<100 casos) pertenecen a 
un grupo más amplio de serogrupos (14 serogrupos distintos), destacando el ECVT O26 
(12,6%) y el O111 (7,9%) (Doyle et al. 2006). Por otro lado, observamos que en lo que se refiere 
a casos esporádicos, la prevalencia entre ECVT O157 y no O157 es muy similar, llegando 
incluso a ser los no O157 predominantes (Tabla 7) (Crim et al. 2014; EFSA/ECDC, 2014). 
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Tabla 7. Relación entre ECVT O157 y no O157 asociados a brotes y casos aislados.     
Fuente: Herrera, 2015 
 
 Área Periodo Total O157 no O157 
Grandes brotes (>100 casos) Mundial 1982-2010 34 70,6% 29,4% 
Pequeños brotes (<100 casos) Mundial 1982-2010 253 70,8% 29,2% 
Casos aislados 
EE.UU. 2013 1.113 49,6% 50,4% 
Europa 2012 3.558 55% 45% 
 
 
 Comparando la incidencia de los 2 grupos de ECVT (O157 y no O157) en distintos 
brotes, se observa que los brotes provocados por cepas no O157 se asocian con menor 
frecuencia al consumo de carne, agua y productos agrícolas, y parecen estar más relacionados 
a contagios persona-persona o al origen desconocido. En cambio los brotes provocados por 
ECVT O157 están claramente relacionados con el consumo de carne y agua. Estas diferencias 
pueden ser debidas en parte a que los métodos analíticos disponibles para detectar los ECVT 
O157 están más desarrollados o son más ampliamente utilizados; de ahí que el porcentaje de 




          
Figura 5. Origen de brotes a nivel mundial asociados a ECVT O157 y no O157.  
Fuente: Doyle et al. 2006 
   
   
1.6.2.2. ECVT O157 
  
Desde su reconocimiento como patógeno en 1982 (Riley et al. 1983), el ECVT sorbitol-
negativo del serotipo O157:H7 ha provocado un gran número de brotes de CH, la mayoría de 
los cuales han tenido lugar en EE.UU., Canadá, Japón y Reino Unido (Carter et al. 1987; Tarr 























En estos países, el ECVT O157 ha llegado a considerarse como la causa principal de 
diarrea sanguinolenta (15% a 41%) y el segundo o tercer patógeno bacteriano más 
frecuentemente aislado de coprocultivos, después de Salmonella y Campylobacter spp. 
(Cahoon y Thompson, 1987; Pai et al. 1988; Slutsker et al. 1997). Dentro de los ECVT, el 
serotipo O157:H7 era considerado el principal causante de enfermedades en humanos en 
EE.UU. (Tarr et al. 2005), causando más de 96.000 casos de enfermedades diarreicas y 17 
brotes anuales. Sin embargo, datos publicados por el CDC en el año 2010, apuntaban a un 
descenso en el número de infecciones, de tal manera que en EE.UU. el ECVT O157 sería el 
cuarto patógeno bacteriano más frecuentemente aislado, con una incidencia anual en torno a 
1 caso por cada 100.000 habitantes (CDC, 2010). 
 
El coste económico anual de las enfermedades debidas a infecciones producidas por 
ECVT O157 en EE.UU. se ha cifrado en 405 millones de dólares, 30 millones por asistencia 
médica y 5 millones de dólares en concepto de pérdidas de productividad, con un coste medio 
por paciente entre los 26 dólares de un individuo que no llega a necesitar asistencia médica 
hasta los 6,2 millones de dólares de un paciente que fallece a causa del SUH (Frenzen et al. 
2005). 
 
El brote más espectacular provocado por el ECVT O157 fue el que tuvo lugar en Japón en 
julio de 1996 (Yamasaki et al. 1997; Michino et al. 1999; Fukushima et al. 1999). Afectó a unas 
10.000 personas, 1.000 de las cuales fueron hospitalizadas y al menos 12 murieron. La mayoría 
de los afectados eran niños de escuelas primarias y parvularios (Mora, 2002). El ECVT O157 
también fue el causante de otro gran brote que tuvo lugar en Canadá en el año 2000 (Hrudey 
et al. 2003) en el que se vieron implicadas 2.300 personas, 27 de las cuales desarrollaron el 
SUH y 7 murieron. Este brote fue debido al consumo de agua. Además el ECVT O157 es el 
causante de otros muchos brotes en todo el mundo, algunos de los cuales, se detallan en la 
Tabla 8. 
 
Además, según una revisión bibliográfica recientemente publicada por Heiman y 
colaboradores (2015), el ECVT O157 fue el causante de 390 brotes con 4.928 afectados, 1.272 
hospitalizaciones y 33 muertes en EE.UU. durante el periodo 2003-2012. En el 65% de los 
casos la transmisión fue alimentaria, frente a un 10% de los casos debidos al contacto persona-
persona o por contacto con animales. Sin embargo, la transmisión a través del agua solo 
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Tabla 8. Principales brotes provocados por ECVT O157 a nivel mundial 
Año 
Nº de 
casos SUH Muertes 
Vía de 
transmisión País Cepa Referencia 
1985 73  17 Sándwiches Canadá O157:H7 Carter et al. 1987 
1990 243 2 4 Agua de pozo EE.UU. O157:H7 Swerdlow et al. 1992 
1991 521 22 2 Carne picada Canadá O157:H7 Orr et al. 1994 
1992-
1993 >500 45 3 Hamburguesas EE.UU. O157:H7 
Bell et al. 1994; 
Brandt et al. 1994; 
Davis, 1994; Tuttle 
et al. 1999) 
1994 >100 9 1 
Leche 
pasteurizada Escocia O157:H7 Upton y Coia, 1994 
1995 633 2 0 Agua de grifo Escocia O157:H7 Jones et al. 1996 
1995-
1996 
110 29 0 Desconocido Suecia O157:H7 Ziese et al. 1996 




EE.UU. O157:H7 CDC, 1997b 
1996 12.680 121 12 
Brotes de 
rábano Japón O157:H7 
Michino et al. 1999; 
Fukushima et al. 
1999; Yamasaki et 
al. 1997 
1996 503 34 20 Carne Escocia O157:H7 Pennington, 1998 
1996-
1997 
512  17 Carne Escocia O157:H7 Cowden et al. 2001 




Unido O157:H7 Anónimo, 1997 




Como-Sabetti et al. 
1997 
1998 157 4 0 Agua de grifo EE.UU. O157:H7 Olsen et al. 2002 





Salud de Illinois, 
1999 
1999 >1000 11 2 Agua de pozo EE.UU. O157:H7 Charatan, 1999 
1999 159   Animales-Zoo Canadá O157:H7 Warshawsky et al. 
2002 
1999 143 6 0 Salami Canadá O157:H7 MacDonald et al. 
2004 
1999 127 14 2 Agua de pozo EE.UU. O157:H7 
Novello, 1999; New 
York State, Dept of 
Health, 2000 




Unido O157:H7 Goh et al. 2002 





Pensylvania O157:H7 Crump et al. 2002 
2000 2.300 27 7 
Agua de 
bebida Canadá O157:H7 Hrudey et al. 2003 
2000 102   Agua de riego EE.UU. O157:H7 Lee et al. 2002 




Año Nº de 
casos 
SUH Muertes Vía de 
transmisión 
País Cepa Referencia 
2004 108 15 0 Animales Zoo EE.UU. O157:H7 Davies et al. 2005 
2005 120 7 0 Lechuga Suecia O157:H7 
Söderström et al. 
2005 




Florida O157:H7 CDC, 2005 
2005 157 2 1 Carne 
Reino 
Unido O157:H7 Salmon, 2005 
2006 49 9 0 Consumo de 
espinacas 
Wisconsin O157:H7 Wendel et al. 2009 
2008 64 25 0 
Consumo de 
carne EE.UU. O157:H7 CDC, 2010 
2008 35 1 0 
Consumo de 
carne EE.UU. O157:H7 CDC, 2010 




EE.UU. O157:H7 CDC, 2010 




con heces de 
ciervo 
Oregón O157:H7 Laidler et al. 2013 
2012 8 6 0 Consumo de 
hamburguesas 
Francia O157:H7 Barret et al. 2012 
2012 13 8 0 
Consumo de 




1.6.2.3. ECVT no O157 
  
 Después de la aparición del ECVT O157 como patógeno, este microorganismo 
experimentó una amplia diseminación. No obstante, no se debe subestimar la importancia de 
los ECVT no O157 como causantes de infecciones en seres humanos, ya que un número 
importante de ellos han demostrado causar infecciones (Johnson et al. 2006; Hedican et al. 
2009; Coombes et al. 2011; Couturier et al. 2011; Bielaszewska et al. 2013; Kobayashi et al. 
2013). Muestra de ello es la existencia de un gran número de brotes documentados (Caprioli 
et al. 1994; Goldwater y Bettelheim, 1995, 1996, 1998; Blanco et al. 1996c; Paton et al. 1996; 
McCarthy et al. 2001; Werber et al. 2002, 2008b; Brooks et al. 2004; Schimmer et al. 2006, 
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SUH Muertes Vía de 
transmisión 
País Cepa Referencia 
1984 100  0 Desconocido Japón O145:HNM Johnson et al. 1996 
1991 234   Desconocido Japón O111:HNM Banatvala et al. 1996 
1996 131 0 0 Ensaladas Japón O118:H2 Hashimoto et al. 1999 
2000 102   Agua de bebida EE.UU. O111 Lee et al. 2002 
2004 107 0 0 Carne Japón O111:HNM Kato et al. 2005 
2004 213   
Sidra no 
pasteurizada 
EE.UU. O111 Vojdani et al. 2008 
2006 17 10 1 Embutido Noruega O103:H25 Schimmer et al. 2008 
2006 12 0 0 Desconocido Japón O103:H2 Muraoka et al. 2007 
2006 33 0 0 Desconocido Japón O26:H11 Sonoda et al. 2008 
2007 135  0 Queso 
pasteurizado 
EE.UU. O26 CDC, 2013 
2007 20   Salchichas de 
ternera 
Dinamarca O26:H11 Ethelberg et al. 2009 
2008 341 25 1 
Comida de 
restaurante EE.UU. O111:HNM 
Oklahoma State Dept 
of Health, 2009 




O104:H4 Blanco, 2012 
2011 181  0 Carne cruda Japón O111 
National Institute of 
Infectious Diseases, 
Japan, 2012 
2012 1.642 - - 
Rábano, 
(Kimchi) Corea O169 Hu et al. 2013 
 
  
El CDC estima que aproximadamente un tercio de las infecciones provocadas por ECVT 
en EE.UU. son consecuencia de serotipos no O157 (Kaspar et al. 2010). Algunos estudios 
apuntan a que los ECVT no O157 puede causar diarrea en ese país con la misma frecuencia 
que los ECVT O157, pero que sin embargo su identificación es menos frecuente en casos de 
patologías graves, como el SUH. 
 
El CDC publicó en 2013 los datos de incidencia de infecciones por ECVT confirmadas y 
reportadas en los EE.UU. durante el periodo 1996-2011. Estos datos indican un aumento 
significativo del número de infecciones por ECVT no O157 desde el año 2004 (CDC, 2013). 
De la misma manera, datos extraídos de los sumarios de enfermedades infecciosas de 
declaración obligatoria de ese país muestran un aumento del porcentaje de casos de 




Sin embargo, y aunque se aprecia un aumento significativo de los casos de infecciones por 
ECVT no O157 en ambos informes, existen indicios de que, en general, este aumento puede 
deberse a la introducción de nuevos métodos para la detección de diferentes serotipos de 
ECVT. Un estudio de vigilancia realizado en EE.UU en un área catalogada como de baja 
incidencia en ECVT, en el que se aplicaron nuevas técnicas en cuanto a la detección de ECVT 
no O157, reportó un aumento del número de casos de <1 a 11 casos/año/100.000 habitantes, y 
un 56% de las cepas aisladas fueron no O157 (Lockary et al. 2007). Gould (2009) realizó un 
estudio que también apoya esta teoría, determinando que en EE.UU. el aumento en la 
detección de ECVT no O157 está directamente relacionado con la introducción en 
laboratorios de técnicas moleculares para la detección de ECVT no O157. 
 
En cuanto a la Unión Europea (datos de la Agencia Catalana de Seguridad Alimentaria, 
2011), durante el periodo 2005-2009 la media de personas infectadas por ECVT fue de 3.250 
(0,7 casos por 100.000 habitantes), afectando sobre todo al Reino Unido y Alemania (38% y 
25% de los casos, respectivamente), mientras que en España solo se declaró una media de 16,4 
casos, lo que representa <0,1 casos por 100.000 habitantes (0,5% de los casos de Europa). 
 
Los ECVT causantes de infecciones en seres humanos pertenecen a un amplísimo abanico 
de serotipos, de manera que se ha detectado la producción de verotoxinas en cepas 
pertenecientes a 500 serotipos (Blanco et al. 2004; Gyles, 2007) (Tabla 3). Entre los más 
frecuentes destacan: O26:H11, O103:H2, O104:H21, O111:HNM, O111:H2, O111:H8, 
O113:H21, O117:H4, O118:H2, O119, O121:H19, O128:H2, O145:H28/HNM, O157:H7, 
O157:HNM y ONT:H19 (Boerlin et al. 1999; Bettelheim 2000, 2003; Blanco et al. 2003a, 
2004a; Beutin et al. 2004; Rivero et al. 2010; Kaftyreva et al. 2013; Taylor et al. 2013). Sin lugar 
a dudas, los ECVT de los serotipos O26:H11/HNM, O103:H2, O111:HNM y O145:H28/HNM 
son los que adquieren una mayor importancia clínica después del ECVT del serotipo 
O157:H7. Otros serotipos frecuentemente descritos en pacientes humanos con CH o SUH 
son: O91:H21/HNM, O113:H21, O118:H16, O121:H19, O128:H2/HNM y O146:H21. En 
Europa continental y Australia los casos esporádicos de infecciones por ECVT no O157 son 
mucho más frecuentes que los causados por ECVT O157, mientras que en el Reino Unido, 
EE.UU., Canadá y Japón predominan las cepas del serotipo O157:H7 (Pai et al. 1988; Karmali, 
1989; Jonhson et al. 1996; Paton et al. 1996, 1999; Karch et al. 1997; Beutin et al. 1998, 2003, 
2004; Beutin, 1999; Goldwater y Bettelheim 1998; Wang y Doyle 1998; Boerlin et al. 1999; 
Morabito et al. 1999; Schmidt et al. 1999b; Scheutz et al. 2000, 2001; Wieler et al. 2000; 
Yatsuyanagi et al. 2000; Zhang et al. 2000a,b,2002a; Caprioli et al. 2001; Eklund et al. 2001; 
Tozzi et al. 2001; Gerber et al. 2002; Jelacic et al. 2003; Pulz et al. 2003, Brooks et al. 2004; 
Sonntag et al. 2004; Vaz et al. 2004; Leomil et al. 2005). 
 
En la actualidad, el aislamiento de cepas de ECVT no O157 sigue aumentando al tiempo 
que aparecen nuevos serotipos capaces de provocar infección en seres humanos. Así, por 
ejemplo, en las últimas décadas se ha producido una emergencia del serotipo O111:HNM en 
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Italia, Dinamarca y Australia; del O111:H2 en Alemania; y del O103:H2 en Francia y EE.UU. 
De igual manera, cepas del serogrupo O118 (H12, H16 y H30) están emergiendo en muchas 
partes del mundo como causantes de infecciones en seres humanos (Bettelheim, 2003; Liu et 
al. 2008). Destacan también los serotipos emergentes O100:HNM y O127:H40 aislados en 
pacientes en Austria (Orth et al. 2006). 
 
 
 1.6.3. Reservorios y fuentes de transmisión de los ECVT 
 
1.6.3.1. Ganado bovino y pequeños rumiantes: principales reservorios 
  
Está claramente demostrado que el ganado bovino actúa como principal reservorio de 
ECVT. No obstante, también los pequeños rumiantes, ovino y caprino son importantes 
portadores de ECVT (Beutin et al. 1993; Heuvelink et al. 2002; Orden et al. 2008; Sánchez et 
al. 2009b; Pinaka et al. 2013; Gencay 2014). Más de la mitad de los terneros, corderos y 
cabritos llevan en su microbiota intestinal ECVT, muchos de los cuales pertenecen a los 
mismos serotipos O:H que las cepas que causan infecciones en seres humanos (Blanco et al. 
1988, 1993a, 1994, 2001, 2003b, 2005; Zhao et al. 1995; Armstrong et al. 1996; Kudva et al. 
1996, 1997; Heuvelink et al. 1998; Stewart y Flint 1999; Bettelheim, 2000; Parma et al. 2000; 
Pradel et al. 2000; Djordjevic et al. 2001, 2004; Kobayashi et al. 2001; Rasmussen y Casey 2001; 
Nielsen et al. 2002; Urdahl et al. 2002; Leomil et al. 2003; Orden et al. 2003; Rey et al. 2003; 
Wani et al. 2003; Fukushima y Seki 2004; Meichtri et al. 2004; Mercado et al. 2004; Padola et 
al. 2004; Pearce et al. 2004; Shaw et al. 2004; Zweifel et al. 2004, 2005; Cortés et al. 2005; 
Hornitzky et al. 2005; Irino et al. 2005; La Ragione et al. 2005; Liebana et al. 2005; Sheng et al. 
2005; Vali et al. 2005; Geue et al. 2009; Sánchez et al. 2009b). Incluso, estudios llevados a cabo 
en Canadá y Francia han demostrado que la incidencia de SUH en infecciones de ECVT en 
humanos está directamente relacionada con indicadores de densidad de ganado vacuno 
(Valcour et al. 2002; Haus-Cheymol et al. 2006). 
 
En los primeros estudios los animales colonizados por ECVT del serotipo O157:H7 no 
superaban el 2% de los muestreados. No obstante, estudios posteriores que emplearon técnicas 
muy sensibles indican que entre el 10% y el 20% de los terneros eran positivos para estos 
microorganismos. En un estudio efectuado en Holanda en 1996 se detectaron ECVT O157 en 
7 de las 10 explotaciones de ganado vacuno examinadas, con un 7% (75 de 1.152) de animales 
portadores (Heuvelink et al. 1998). En el estudio holandés se detectó un pico de incidencia 
(15%) en los meses más calurosos del año (julio a septiembre). En otro estudio llevado a cabo 
en ganado vacuno sacrificado en un matadero en Italia en 1997, se comprobó que el 19% (31 
de 160) de los terneros cebados y el 24% (24 de 101) de las vacas de leche sacrificadas portaban 
en su contenido intestinal ECVT O157 (Bonardi et al. 1999). Chapman et al. (1997) aislaron el 




matadero de Inglaterra. Synge (1999) y Cizek y colaboradores (1999) encontraron resultados 
similares en Escocia (15%, 65 de 441) y Checoslovaquia (20%, 72 de 365), respectivamente. 
Estudios realizados en Argentina (primer país en casos de SUH por habitante del mundo) 
demostraron que la prevalencia de ECVT en ganado vacuno varía entre el 22% y el 67% (Sanz 
et al. 1998; Parma et al. 2000; Chinen et al. 2003; Meichtri et al. 2004; Mercado et al. 2004; 
Padola et al. 2004). Estos datos contrastan con los publicados por la EFSA en el año 2012, 
según los cuales, en Europa la prevalencia de ECVT en ganado vacuno era del 7,4% y del 1,8% 
para ECVT O157. En este caso, la prevalencia se calculó con los datos de 7 países (Austria, 
Dinamarca, Estonia, Finlandia, Alemania, Italia y Suecia). Sin embargo, si analizamos los 
países individualmente, vemos grandes diferencias entre ellos. Por ejemplo, para el mismo 
periodo (2012) Austria reportó una prevalencia del 32,1% de ECVT en ganado vacuno, 
mientras que Dinamarca, Estonia, Finlandia, Italia y Suecia reportaron una baja prevalencia 
de ECVT y de ECVT O157 en particular (del 1,7% al 8,4%) (EFSA/ECDC, 2014). En lo que 
respecta a España, en un estudio realizado en 2013, se detectó ECVT O157 en el 14,7% de las 
muestras analizadas (Ramoneda et al. 2013). 
 
Los ECVT forman parte de la microbiota intestinal y se comportan como las múltiples 
cepas de otros tipos de E. coli no patógenos que integran la microbiota transitoria. Los 
animales colonizados pueden eliminar el ECVT O157 durante varias semanas (Besser et al. 
1997). No obstante, incluso se ha apuntado que algunas cepas de ECVT pueden persistir 
durante años en un mismo rebaño, lo que contribuiría a explicar el papel del ganado bovino 
como reservorio (Caprioli et al. 2005; Geue et al. 2009). En este sentido, Widiasih y 
colaboradores (2004) observaron una duración de la eliminación fecal de ECVT O157 en 
ganado bovino muy variable, de entre menos de 1 semana y 10 semanas, y en concentraciones 
mucho más altas que en el caso de ECVT O26, cuya eliminación se prolongó entre menos de 1 
semana y 3 semanas. Se desconocen las razones que provocan el aumento drástico de animales 
colonizados y reducen posteriormente su número hasta la desaparición total de portadores en 
una determinada granja (Armstrong et al. 1996; Blanco et al. 2001; Hancock et al. 2001). 
 
Se han detectado ECVT O157 en heces de ganado bovino en concentraciones de 4x107 
UFC/g. Sin embargo, en la mayoría de los casos las concentraciones oscilan entre menos de 10 
y 100 UFC/g (Fegan et al. 2004; Widiasih et al. 2004). No parece que existan diferencias en los 
niveles de prevalencia o en las concentraciones fecales de ECVT O157 entre el ganado bovino 
en sistemas de pastoreo y animales de cebo (Fegan et al. 2004). Algunos trabajos han 
constatado que, dentro del ganado bovino, ciertos animales eliminan el ECVT O157 con las 
heces a altas concentraciones durante varias semanas, por lo que se les conoce como 
eliminadores persistentes (Naylor et al. 2003; Chase-Topping et al. 2008; Karmali et al. 2010). 
Estos animales se encuentran colonizados por el microorganismo principalmente en el recto 
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terminal, contribuyendo de manera desproporcionada a la contaminación ambiental y de las 
canales bovinas (Gyles, 2007; Chase-Topping et al. 2008). 
 
Entre los años 1993 y 1995 el LREC realizó un amplio muestreo en el que se recogieron 
las muestras fecales de un total de 589 vacas y 480 terneros en 51 explotaciones ganaderas y en 
un matadero de la provincia de Lugo (Blanco M. et al. 1996a, 1997d). Los ECVT se aislaron 
frecuentemente tanto en animales jóvenes (37%) como adultos (27%). No obstante, las cepas 
del serotipo O157:H7 únicamente se recuperaron de 8 (2%) de los 480 terneros y de ninguna 
de las 589 vacas muestreadas. También es interesante destacar que todas las cepas altamente 
virulentas del serotipo enterohemorrágico O157:H7 se aislaron de animales jóvenes. 
 
En los años 1998 y 1999 el LREC realizó un nuevo muestreo en 145 explotaciones de 
ganado vacuno. La gran mayoría eran cebaderos y se repartían en las 4 provincias gallegas. Las 
cepas verotoxigénicas O157:H7 se encontraron en 55 (12%) de los 471 terneros muestreados. 
Aunque solamente se muestrearon de 3 a 5 animales por cebadero, se detectaron ECVT O157 
en 32 (22%) de las 145 explotaciones examinadas en Galicia. Resultados similares 
encontramos en terneros de cebaderos y mataderos localizados en la provincia de Navarra. En 
uno de los cebaderos se llegaron a detectar ECVT O157 en el 25% de los animales (13 de 56). 
Por lo tanto, los resultados encontrados en España son similares a los encontrados en otros 
países, e indican que aproximadamente el 10% de los terneros llevan en sus heces ECVT O157 
altamente virulentos para los seres humanos (Blanco et al. 2001). En contraste, menos del 1% 
de los corderos y cabritos muestreados en España están colonizados por el ECVT O157 
(Blanco et al. 2003b; Orden et al. 2003; Rey et al. 2003; Cortés et al. 2005). 
 
Además de su condición de portadores asintomáticos de ECVT, el ganado bovino 
también se ve afectado por estos patógenos, de hecho, los ECVT también se aíslan con 
frecuencia en terneros con diarrea que tienden a ser recurrentes incluso con el tratamiento, 
dando lugar a deshidratación, debilidad y una considerable disminución de los índices de 
crecimiento (Caprioli et al. 2005). En los casos más graves es posible detectar los ECVT junto 
con otros agentes infecciosos causantes de diarrea como criptosporidios, rotavirus, 
coronavirus, coccidios y ECET. Las complicaciones sistémicas que suelen acompañar a las 
infecciones por ECVT en seres humanos, como puede ser el SUH, no se observaron en los 
bovinos jóvenes, debido probablemente a la ausencia de receptores específicos en las células 
endoteliales de sus glomérulos renales (Mainil, 1999). 
 
Las cepas de ECVT patógenas para bovinos jóvenes normalmente pertenecen a 
serogrupos como O5, O26, O103, O111, O118, O145 y O157 (Blanco et al. 1988; Blanco et al. 
1994; Wieler et al. 1996a; Mainil y Daube, 2005), aunque se han descrito muchos otros 




frecuentemente de terneros con diarrea en Alemania (Wieler et al. 1998), habiéndose 
demostrado asimismo su transmisión al hombre (Beutin et al. 2000c). En estudios realizados 
en Alemania (Wieler et al. 1992), Brasil (Leomil et al. 2003; Aidar-Ugrinovich et al. 2007) o 
Corea del Sur (Lee et al. 2008), los ECVT se han aislado con mayor frecuencia en terneros con 
diarrea que en terneros sanos. No obstante, otros estudios han encontrado mayores niveles de 
eliminación fecal de ECVT en animales sanos que en animales con diarrea (Randall et al. 
1997). 
 
Por otro lado, Blanco et al. (2003) llevaron a cabo un estudio en colaboración con la 
Facultad de Veterinaria de Cáceres en el año 1997. Tras estudiar 1.300 muestras procedentes 
de 93 explotaciones de Extremadura, se encontró que el 0,4% de los corderos estaban 
colonizados por ECVT O157 y el 36% por ECVT no O157. El 72% de las cepas pertenecía a 
alguno de los siguientes 12 serotipos: O5:HNM, O6:H10, O91:HNM, O117:HNM, 
O128:HNM, O136:H20, O146:H8, O146:H21, O156:HNM, O166:H28 y ONT:H21. Los 
seropatotipos de los ECVT ovinos resultaron ser diferentes a los ECVT de origen bovino, sin 
embargo muchos de ellos también se han encontrado en cepas verotoxigénicas de origen 
humano. Posteriormente, en otro estudio llevado a cabo en colaboración con las Facultades de 
Veterinaria de Madrid y Murcia en el año 2003 (Cortés et al. 2005), se procesaron 222 
muestras fecales de cabritos y cabras de 12 granjas de Murcia. En este estudio, se encontró que 
el 48% de los animales estaban colonizados por cepas ECVT no O157 mientras que no se 
detectaron EVT O157. Siendo los serotipos más frecuentes: O5:HNM, O76:H19, O126:H8, 
O146:H21, ONT:HNM y ONT:H21. No obstante, el 16% de las cepas de ECVT caprinas 
pertenecieron a serotipos implicados en el SUH. 
 
En un estudio realizado por Madzingira, (2016) observaron que el ganado ovino (heces, 
lana y carne de oveja contaminada) era portador de cepas ECVT de los serogrupos O1O3, 
O145, y del serotipo O157:H7 y, que podrían causar patologías clínicas en seres humanos. 
 
Existen estudios en los que se pudo demostrar que los ECVT presentes en los animales 
fueron los causantes de infecciones en seres humanos por contacto directo. En Finlandia se 
detectaron infecciones por ECVT de los serotipos O103:H2, O145:H28 y O174:H21 en los 
residentes en una granja de vacuno. Estas mismas cepas se aislaron también en los animales de 
la granja, incluso hasta 4 meses más tarde (Heinikainen et al. 2007). En Dinamarca, otra 
infección por un ECVT del serotipo O111:HNM que afectó a una niña, pudo ser, o bien que 
estuvo jugando con los animales de una granja, o bien a la leche cruda que tomó en esa misma 
granja (Møller Nielsen et al. 2005). Werber y colaboradores (2007) realizaron un estudio 
epidemiológico en donde determinaron que en niños menores de 3 años el contacto directo 
con los animales supone el principal riesgo de contagio, mientras que en los niños mayores de 
9 años, es el consumo de carne de rumiantes la causa más frecuentemente asociada con la 
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infección. En otro estudio realizado en Nueva Zelanda (Jaros et al. 2013), los autores 
asociaron las infecciones esporádicas por ECVT en seres humanos al contacto directo con los 
animales y a la exposición al medio ambiente, y apuntaron a los rumiantes como la fuente más 
importante de dichas infecciones. 
 
1.6.3.2. Otros animales como reservorio de ECVT 
 
En Alemania, Beutin y colaboradores (1993) analizaron las muestras procedentes de 
animales sanos de 7 especies distintas y aislaron ECVT en el 8% de las muestras de origen 
porcino y encontraron los serotipos O6:H7, O9:HNM, O91:HNM, O100:HNM, O141:H4. 
 
En España, nuestro grupo de investigación aisló ECVT de lechones con diarrea (4%) y de 
cerdos con enfermedad edematosa (15%) con relativa frecuencia. La gran mayoría de las cepas 
pertenecían a los serotipos O138:HNM, O138:H14 y O141:K8 (González y Blanco, 1985; 
Garabal et al. 1995; Blanco et al. 1997b). 
 
En Holanda, Heuvelink y colaboradores (1999a) analizaron el contenido rectal de cerdos 
en mataderos y encontraron que el 1% de los cerdos era portador del ECVT O157. Por otro 
lado, en Canadá, DesRosiers y colaboradores (2001) también aislaron ECVT en el 3% de las 
muestras fecales de ganado porcino. Entre las cepas aisladas en Canadá no se encontró 
ninguna del serotipo O157:H7. La mayoría de las cepas pertenecían a los serotipos O8:H9, 
O8:H19, O20:HNM, O38:HNM y O100:HNM. Los serotipos encontrados entre las cepas 
porcinas en Canadá fueron muy diferentes a los encontrados entre las cepas de ECVT 
causantes de infecciones en humanos. 
 
En otros estudios realizados en países europeos se encontraron tasas de prevalencia de 
ECVT O157 en heces de cerdos en un rango variable, de entre el 0,2% y el 2% (Johnsen et al. 
2001; Bonardi et al. 2003; Schouten et al. 2005). Durante el periodo 2007-2010, 8 países 
miembros de la UE reportaron datos sobre la detección de ECVT en cerdos, cuya prevalencia 
variaba entre el 0% y el 10,8%, y tan solo Alemania detectó ECVT O157, aunque a niveles muy 
bajos, variando entre el 0,1% y el 0,6% (EFSA/ECDC, 2012). 
 
Meng y colaboradores (2014) también llegaron a la conclusión de que el ganado porcino 
es un reservorio importante de ECVT pero que tiene un potencial bajo de causar 
enfermedades en humanos. 
 
También se han aislado cepas ECVT en animales de compañía. Así, Beutin y 
colaboradores (1993) las detectaron en su estudio en el 14% de los gatos y en el 5% de las 
muestras de perros. Encontrando los serotipos O17:HNM, O116:HNM entre las cepas aisladas 




se aislaron del contenido intestinal de un gato sano (4%) (O121) (Blanco et al. 1993c). En 
Canadá, Hammermueller y colaboradores (1995) detectaron que el 17,2% de los perros eran 
positivos para ECVT. En otro estudio en Reino Unido el 28,1% de los perros resultaron 
portadores de ECVT pero tampoco se detectó ningún ECVT O157 (Sancak et al. 2004). En 
Japón, en un estudio realizado entre 1996 y 1998 en perros y gatos, el ECVT O157 se aisló en 
el 0,16% de los perros (Kataoka, 2010). En 2007 se detectó un caso de transmisión de ECVT 
O157 por perros en el Norte de Gales (Hogg et al. 2009). De forma glogal, todos estos estudios 
no identifican a los perros como un factor de riesgo significante de transmisión de infección 
por ECVT a humanos. 
 
Los ECVT también se han aislado de otros rumiantes, como el búfalo de agua (Galiero et 
al. 2005; Oliveira et al. 2007; Vu-Khac y Cornick, 2008), el bisonte americano (Reinstein et al. 
2007) y diversas especies de rumiantes salvajes, tanto en libertad como en cautividad. El 
ECVT O157 se ha aislado repetidamente a partir de muestras fecales de ciervos en EE.UU., 
tanto en estudios realizados sobre muestras recolectadas del suelo (Rice et al. 1995; Sargeant et 
al. 1999) como en aquellos llevados a cabo con muestras tomadas directamente de animales 
abatidos en cacerías (Fischer et al. 2001; Renter et al. 2001; Dunn et al. 2004). Los ECVT no 
O157 se han aislado en ciervos en libertad en Japón (Asakura et al. 1998; Fukuyama et al. 
1999) y en ciervos, muflón, gamo, y corzo en libertad en Europa (García-Sánchez et al. 2007; 
Sánchez et al. 2009a). Los ECVT no O157 se han aislado asimismo de rumiantes salvajes en 
cautividad, incluyendo especies como ciervo, muflón, gamo, yak, axis, elán, ciervo del padre 
David, cervicabra y oveja de Somalia (Leotta et al. 2006). 
 
Otro estudio llevado a cabo en España por Sánchez y colaboradores (2010a) en heces de 
jabalíes sacrificados en cacerías, puso también de manifiesto que este tipo de animales podrían 
ser un reservorio de patógenos para el hombre. Así, estos autores detectaron el ECVT O157 y 
ECVT no O157 en 3,3% y 5,2% de los animales analizados respectivamente. 
 
Resultados similares se obtuvieron en un estudio realizado en Galicia por Mora et al. 
(2012). En este estudio se analizaron muestras fecales de 179 corzos, 262 jabalíes y 260 zorros. 
Se aislaron cepas ECVT no O157 en el 52,5%, 8,4% y 1,9% de las mismas, respectivamente, y 
solo se aislaron cepas ECVT O157 en el 0,56% de los corzos y 0,38% de los jabalíes. 
Globalmente, el 40% de los animales silvestres muestreados portaban ECVT que compartían 
un perfil similar a los aislados de casos clinicos humanos en cuanto a la combinación de 
serotipo, filogrupo, perfil de virulencia, tipo de intimina y subtipo de verotoxina. Además, las 
cepas aisladas de animales silvestres de los serotipos O5:HNM, O26:[H11], O76:H19, 
O145:[H28], O146:H21 y O157:H7 mostraron perfiles de PFGE con una similitud superior al 
85% con cepas de ECVT humanas, confirmando que, aunque no sean reservorio principal, la 
fauna silvestre es portadora de cepas potencialmente patógenas para el hombre y parece jugar 
un papel importante en el mantenimiento de los ECVT. 
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También hay estudios que demuestran que las aves pueden ser reservorio de los ECVT 
(Chandran y Mazumder, 2014). Morabito y colaboradores (2001) analizaron muestras fecales 
de paloma y detectaron la presencia de ECVT en el 11% de los animales. Se identificaron 6 
serogrupos diferentes, pero la mayoría de los aislamientos pertenecía a 3 de ellos (O45, O18 y 
O75). Además, las palomas parecen ser un reservorio natural del ECVT portador del subtipo 
de verotoxina VT2f (Schmidt et al. 2000). 
 
Makino y colaboradores (2000) investigaron las muestras fecales de gaviotas en Japón y 
aislaron 2 cepas de ECVT de los serotipos O136:H16 y O153:HNM del mismo animal. Según 
los autores, estas aves podrían ser elementos importantes en la diseminación de ECVT. 
 
Los ECVT también se aislaron, en caballos (Chalmers et al 1997; Pichner et al. 2005), en 
conejos domésticos (Blanco JE et al. 1996a) y silvestres (Pritchard et al. 2001; Scaife et al. 
2006), alpacas y roedores (Leotta et al. 2006), pavos (Doane et al. 2007), gallinas de puesta 
(Schouten et al. 2005; Wasteson et al. 2005; Dipineto et al. 2006), cuervos (Ejidokun et al. 
2006), estorninos (Nielsen et al. 2004) o gaviotas (Wallace et al. 1997; Makino et al. 2000). 
 
 
1.6.3.3. Principales alimentos implicados en la transmisión 
 
Durante las operaciones de procesado de las canales en matadero, y especialmente 
durante el desollado y la evisceración, llegan a las superficies de las canales cepas de E. coli 
procedentes de la microbiota intestinal del animal. Lo mismo ocurre durante el ordeño, en el 
que hay riesgo de contaminación de la leche con bacterias intestinales. Si la cepa que llega es 
altamente patógena (ECVT O157), la única forma de evitar la toxiinfección alimentaria es 
calentar la carne o pasteurizar la leche hasta garantizar la inactivación bacteriana. 
Especialmente peligrosas resultan la carne picada y productos derivados como las 
hamburguesas, ya que al encontrarse los microorganismos en toda su masa, no es suficiente 
con calentar la parte superficial. De hecho, la mayoría de los brotes provocados por los ECVT 
se han debido al consumo de hamburguesas y por ello la CH es conocida en los países 
anglosajones como “la enfermedad de las hamburguesas”. Además, las heces de los animales 
pueden contaminar el medio ambiente, en especial las aguas de riego, que a su vez 
contaminan verduras y frutas. (Doyle et al. 1997; Meng et al. 1998; Sheridan y McDowell, 
1998; De Boer y Heuvelink, 2001; Nissen y Nesbakken, 2001; Mueller et al. 2003; Vogt y 
Dippold, 2005; Schimmer et al. 2006). 
 
Aunque la mayoría de los brotes y casos esporádicos de infección por ECVT se han 
asociado al consumo de alimentos cárnicos mal cocinados de origen bovino, como los pasteles 
de carne picada (Griffin et al. 1988; Sekse et al. 2009; CDC 2011a, 2014) o las salchichas con 
carne de vacuno (Ammon et al. 1999; Ethelberg et al. 2009; Sekse et al. 2009), en el ciclo de 
transmisión aparecen implicados otros alimentos (Tabla 10) como brotes de rábanos (WHO 
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1996, 1997), brotes de alfalfa (CDC, 1997a; Ferguson et al. 2005), lechuga (Ackers et al. 1998; 
Hilborn et al. 1999; Söderström et al. 2005, 2008; Taylor et al. 2013; Marder et al. 2014; 
Mazaheri et al. 2014; Heiman et al. 2015), espinacas (Grant et al. 2008; Wendel et al. 2009), 
ensaladas listas para el consumo (Bolduc et al. 2004), patatas (Morgan et al. 1988), sidra 
(Besser et al. 1993; Zhao et al. 1993; Hilborn et al. 2000; Vojdani et al. 2008), zumo de 
manzana (Steele et al. 1982; Cody et al. 1999), salsa mayonesa (Weagant et al. 1994; Erickson 
et al. 1995; Raghubeer et al. 1995), frutos secos (CDC, 2011b), salami (CDC, 1995a, 
MacDonald et al. 2004; Conedera et al. 2007) y otros embutidos fermentados (Sartz et al. 
2008). También leche cruda de vaca (Martin et al. 1986; Borczyk et al. 1987; Chapman et al. 
1993; Keene et al. 1997a; Liptakova et al. 2004; Denny et al. 2008; Mohammadi et al. 2013) y 
de cabra (Bielaszewska et al. 1997; McIntyre et al. 2002) e incluso leche pasteurizada (Upton y 
Coia, 1994; Goh et al. 2002), queso (Arocha et al. 1992; Honish et al. 2005; Espié et al. 2006), 
cuajada (CDC, 2000a), yogurt (Morgan et al. 1993) o helados (Djuretic et al. 1997; De 
Schrijver et al. 2008). Además, el consumo de carne de ciervo también se asoció con 
infecciones humanas por el ECVT O157 en Japón y EE.UU. Del mismo modo, en el primer 
brote por carne de cerdo ocurrido en Canadá, se vió implicado un ECVT O157. De las 29 
personas afectadas con problemas gastrointestinales, 6 sufrieron diarrea sanguinolenta y 7 
tuvieron que ser hospitalizadas (Trotz-Williams et al. 2012). 
. 




Vegetales (hortalizas y ensaladas) 
Agua de baño o bebida 
Carne asada  
Leche no pasterizada 










 La fuente más probable de contaminación cruzada para estos alimentos es el contacto 
con carne o heces (rumiantes o humanas) portadoras de ECVT. También se han producido 
brotes a través de agua de bebida (Geldreich et al. 1992; Olsen et al. 2002; Bopp et al. 2003; 
Heiman et al. 2015) o de baño (Hildebrand et al. 1996; Friedman et al. 1999; Paunio et al. 
1999; Bruce et al. 2003; Bruneau et al. 2004; Verma et al. 2007). Es muy importante tener en 
cuenta que en el medio ambiente, tanto las heces bovinas como el suelo, pueden permanecer 
infectivos durante varios meses y que además, las rutas acuáticas son una forma de 
diseminación del ECVT O157 (Maule, 1999; García-Aljaro et al. 2005). 
CECILIA LÓPEZ CAPÓN 
 
 44 
La mayoría de los estudios efectuados sobre la presencia de E. coli patógenos en alimentos 
se han centrado en los ECVT, y especialmente en los pertenecientes al serotipo O157:H7. Los 
ECVT se han detectado con prevalencias variables en distintos tipos de carne: entre el 0% y el 
32% de las muestras de carne de vacuno, entre el 17% y el 63% de las de carne de ovino, entre el 
4% y el 50% de las de carne de porcino y entre el 0% y el 12% de las de carne de pollo (Doyle y 
Schoeni, 1987; Read et al. 1990; Pièrard et al. 1997b; Heuvelink et al. 1999b; Tarr et al. 1999; 
Chapman et al. 2000b; Elder et al. 2000; Chinen et al. 2001; Coia et al. 2001; Arthur et al. 2002; 
Barkocy-Gallagher et al. 2003; Conedera et al. 2004; Drysdale et al. 2004; Chinen et al. 2009). En 
casi todos los estudios se ha encontrado una enorme variedad de serotipos, incluidos los que 
tienen más importancia como patógenos para seres humanos: O26:H11, O91:HNM, 
O111:HNM, O113:H21, O128:H2 y O157:H7 (Read et al. 1990; Sekla et al. 1990; Smith et al. 
1991; Willshaw et al. 1993; Samadpour et al. 1994; Parma et al. 2000). 
 
En el LREC en 1998 y 1999 se examinaron 387 muestras de canales de carne procedentes 
de mataderos del País Vasco y Navarra para la presencia del ECVT O157. Las cepas O157:H7 
se encontraron en el 7% (12/167) de las examinadas en 1998 y en el 0,5% (1/220) de las 
analizadas en 1999 (Blanco et al. 2001). 
 
Entre los años 1995 y 2009, en el LREC se analizó la presencia de ECVT en 1.465 
muestras de carne de vacuno adquiridas en carnicerías de la ciudad de Lugo. Se detectaron 
ECVT en 153 (10%) muestras, 8 contaminadas (0,5%) con ECVT O157 y 148 (10,1%) con 
ECVT no O157. En 3 muestras se encontraron tanto ECVT O157 como no O157. La mayoría 
de las cepas de ECVT aisladas en carne de vacuno en Lugo (1995-2009) presentaron serotipos 
previamente encontrados en cepas ECVT aisladas de infecciones en humanos y un porcentaje 
significativo pertenecían a serotipos asociados con cepas causantes de SUH. Entre los 
serotipos detectados, por su importancia clínica, destacan: O26:H11, O103:H2, O145:HNM, 
O146:H21 y O157:H7 (Blanco et al. 1996b, 1996d; Mora, 2002; Román, 2002; Blanco et al. 
2003; Mora et al. 2003, 2007a, 2011; Núñez, 2003; López, 2004; Herrera, 2005, 2008, 2010; 
Justel, 2005; Losada, 2005; García, 2009; Fernández, 2010). 
 
En este estudio se observó que la detección de ECVT O157 era nula desde el año 2005 y 
que la prevalencia de los ECVT no O157 descendía progresivamente desde el año 2003 hasta 
situarse en el 4% en 2009. Sin embargo, esta prevalencia seguía siendo muy alta y apuntaba a 
la necesidad de mejorar la higiene, el control y la vigilancia de la cadena alimentaria (Figura 6 














1995 1996 1997 1998 2001 2002 2003 2005 2006 2007 2008 2009
ECVT O157:H7 ECVT no-O157
 
Figura 6. Evolución en la detección de ECVT en carne picada de vacuno fresca en 
la ciudad de Lugo (1995-2009). Fuente: Herrera, 2010 
 
 
Tabla 11. Detección de ECVT O157 y no O157 en carne fresca de vacuno en Lugo (1995-2009).        
Fuente: Herrera, 2015 
Año Muestras ECVT O157 ECVT no O157 Total 
1995 58 3 5,0% 8 14% 10 17,2% 
1996 91 0 0,0% 8 9% 8 8,8% 
1997 173 1 0,6% 20 12% 21 12,1% 
1998 133 1 0,8% 18 13,5% 18 13,5% 
2001 80 1 1,3% 6 7,5% 7 8,7% 
2002 20 0 0,0% 1 5,0% 1 5,0% 
2003 230 2 0,9% 29 12,6% 30 13,0% 
2005 250 0 0,0% 29 11,6% 29 11,6% 
2006 60 0 0,0% 5 8,3% 5 8,3% 
2007 100 0 0,0% 9 9,0% 9 9,0% 
2008 170 0 0,0% 11 6,4% 11 6,4% 
2009 100 0 0,0% 4 4,0% 4 4,0% 
Total 1.465 8 0,5% 148 10,1% 153 10% 
 
  
En Europa, durante los años 2004-2010, 14 estados miembros de la UE analizaron 
muestras de frutas, vegetales y otros productos de origen vegetal. De un total de 6.285 
muestras, 18 fueron positivas para ECVT (0,3%), y 10 de esas se confirmaron como ECVT 
O157 (0,2%). Prácticamente todos los positivos registrados fueron vegetales, con el 0,7% de las 
muestras analizadas positivas para ECVT (Tabla 12) (EFSA, 2011a, EFSA/ECDC, 2012). 
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Tabla 12. Detección de ECVT en frutas, vegetales y otros productos de origen 
vegetal, reportados por estados miembros de la UE (2004-2010)             
(EFSA, 2011a; EFSA/ECDC, 2012) 
Producto agrícola N° ECVT O157 
Frutas y hortalizas 3.465 1 (0,03%) 0 (0%) 
Vegetales 2.394 17 (0,7%) 10 (0,4%) 
Zumos 317 0 (0%) 0 (0%) 
Brotes 104 0 (0%) 0 (0%) 
Especias y hierbas 3 0 (0%) 0 (0%) 
Ensaladas listas para el consumo 2 0 (0%) 0 (0%) 




 1.6.4. ECVT O104: el brote alemán 
  
Dentro del grupo de los ECVT no O157 cabe destacar el serogrupo O104, que adquirió 
gran relevancia a consecuencia del brote ocurrido en Alemania en 2011. A principios de mayo 
de aquel año E. coli O104:H4 fue el causante de un brote de SUH y diarrea sanguinolenta que 
se extendió por Alemania (Bielaszewska et al. 2011a). El brote alcanzó su punto álgido (tanto 








En total se reportaron 3.816 casos de infección en seres humanos, 845 (22%) personas 
desarrollaron SUH y 36 de ellas fallecieron (4,2%). Al resto de los casos, 2.971, se les 
diagnosticó gastroenteritis y fallecieron 18 de ellos (0,6%). En total perdieron la vida 54 
personas (Frank et al. 2011). Según los datos del European Centre for Disease Prevention and 
Control (ECDPC) en otros 13 países de la Unión Europea se produjeron 49 casos de SUH y 76 
casos de diarrea/CH, incluidos 9 casos de SUH de un brote en Francia (Gault et al. 2011) y 2 
casos esporádicos en España. Además, también se detectaron algunos casos en EE.UU. y 
Canadá en pacientes que habían visitado Alemania (ECDPC y EFSA, 2011; Frank et al. 2011; 
Robert Koch Institute, 2011; Devaux et al. 2015). 
 
La cepa hipervirulenta causante de los brotes de Alemania y Francia era una cepa atípica 
en muchos aspectos (Blanco, 2012): 
 
 Cepa híbrida de 2 patotipos, a la vez enteroagregativa y productora de la toxina Shiga 
del subtipo VT2a. La combinación de genes de virulencia de estos patotipos no es 
frecuente, y previamente solo se había observado en una cepa del serotipo O111:H2 
responsable de un pequeño brote en niños con SUH ocurrido en Francia (Morabito et 
al. 1998) y en una cepa O111:H21 productora de VT2c responsable de un pequeño 
brote familiar con SUH en el Reino Unido en 2012 (Dallman et al. 2012). 
 
 Serotipo (O104:H4), muy raramente detectado hasta la fecha en cepas aisladas de 
pacientes humanos, y nunca observado en cepas aisladas de animales ni de alimentos 
(Bielaszewska et al. 2011a; Scheutz et al. 2011). Existen referencias de este serotipo en 
cepas ECVT aisladas en Alemania en 2001 (Mellman et al. 2008a), en Francia en 2004 
(Scheutz et al. 2011), en Corea en 2005 (Bae et al. 2006; Kim et al. 2011), en la 
República de Georgia y en Italia en 2009 (Scheutz et al. 2011; Scavia et al. 2011) y en 
Finlandia en 2010 (Scheutz et al. 2011). Las cepas de Alemania, República de Georgia, 
Italia y Finlandia también eran enteroagregativas y productoras de VT2a. La cepa de 
Corea no era enteroagregativa y producía VT1 y VT2. También se aislaron cepas 
enteroagregativas del serotipo O104:H4, pero no productoras de toxinas Shiga, en la 
República Centroafricana (1995/1996) (Bielaszewska et al. 2011a), en Dinamarca 
(2000)(Scheutz et al. 2011), en España (1996) (datos no publicados) y recientemente 
en la República de Malí (2009) (Scheutz et al. 2011). 
 
 Carente de la isla de patogenicidad LEE, portadora del gen eae que está presente en las 
cepas ECVT más virulentas de los seropatotipos A y B (Bielaszewska et al. 2011a). 
 
 Multirresistente, productora de la beta-lactamasa de espectro extendido CTX-M-15, 
asociada actualmente su diseminación al grupo clonal ST131 (Bielaszewska et al. 
2011a). 
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 Perteneciente a una secuencia tipo rara (ST678). En los últimos 15 años, solo se ha 
descrito una cepa de E. coli O104:H4 ST678 aislada de un paciente con SUH en 
Alemania (Mellmann et al. 2008a). 
 
 Con un tiempo medio de incubación estimado en 8 días, más largo que los 3-4 días de 
período medio de incubación reportado para ECVT O157 (Bell et al. 1994; Mead y 
Griffin, 1998). 
 
 Además de genes de virulencia de ECVT y ECEAgg, la cepa del brote presentaba 
factores de virulencia asociados al linaje de los E. coli patógenas extraintestinales 
(ExPEC) (Bielaszewska et al. 2011a; Rasko et al. 2011). 
  
Todos estos datos sugirieron la aparición de un nuevo patotipo de E. coli procedente de 2 
ancestros, ECEH y ECEAgg. Se especuló con la idea de que el brote fuera causado por una 
típica cepa de un E. coli enteroagregativo que hubiese adquirido el bacteriófago codificante 
para la verotoxina VT2a (Scheutz et al. 2011). Todos los datos parecen indicar que sería una 
de las miles de cepas que emergen continuamente como consecuencia de la transferencia 
genética horizontal, junto con eventos de delección, seleccionada por la presión antibiótica. El 
brote ocurrido en Alemania puso de manifiesto la capacidad de especies como E. coli de 
generar nuevas combinaciones de genes que conducen a la emergencia de cepas altamente 
patógenas, que además pueden ser resistentes a los antibióticos de mayor utilidad clínica 
(Rasko et al. 2011). 
 
Según los estudios epidemiológicos llevados a cabo por el Robert Kock Institute parece 
que las causas del brote fueron unos brotes de soja. Hasta la fecha, hay importantes diferencias 
entre este brote y otros grandes brotes de ECVT (Fukushima et al 1999; Wendel et al. 2009), 
tales como el ocurrido en Japón en 1996 en el que hubo 121 casos de SUH, todos en niños 
(Fukushima et al 1999). La primera diferencia que podemos observar es que el SUH supuso la 
cuarta parte de los casos, lo que es un porcentaje mucho mayor que en otros brotes; en 
segundo lugar, la mayoría de los casos de SUH (aproximadamente el 89%) ocurrió en adultos 
y no en niños, la mayoría eran mujeres; y, en tercer lugar, el agente causante es un ECVT no 
O157 del serotipo O104:H4. 
 
1.6.5. ECVT: situación en España 
  
En España, los ECVT han provocado al menos 17 brotes desde 1986 (Tabla 13): 14 han 
sido causados por ECVT O157 (principalmente del fagotipo 2) y 3 por ECVT de los serotipos 
O26:H11 (Mora et al. 2004) y O111:HNM (Blanco et al. 1996c). En un estudio realizado por 
Byrne y colaboradores (2015) se analizaron 3.717 casos de infección por ECVT ocurridos entre 
2009 y 2012, de los cuales 91 estaban asociados a turistas que habían visitado España, siendo el 




Tabla 13. Principales brotes causados por ECVT en España. Fuente: Herrera, 2015 







Ibiza (Smith et al. 
1987) 1986 
Turistas 
británicos en un 
hotel 
O157:H7 VT2 3 (+3asintomáticos) 
Islas Baleares 





Dato no disponible 
Álava 
(Blanco et al. 1996c) 1995 
Chicos en una 




(Soler Crespo et al. 
1999) 
1996 Familiar O157:H7 3 
Las Palmas 




urbanización O157:H7 11 (3 con SUH) 
Fuerteventura 







14 (3 con SHU) 
Guipúzcoa 
(Gomariz et al. 2000) 1999 
Niños de una 
guardería O157:H7 
8 (1 con SHU) 
(+6 asintomáticos) 
Guipúzcoa 
(Gomariz et al. 2000) 
1999 Dato no 
disponible 
O157:H7 2 (1 con SHU) 
(+2 asintomáticos) 
Valencia 
(Soler Crespo et al. 
1999) 
1999 Turistas en 
urbanización 
O157:H7 4 (3 con SUH) 
Barcelona 
(Anónimo 2001) 
(Muniesa et al. 2003) 




175 (6 con SHU) 
Lugo 
(Blanco et al. 2004d) 






(Blanco et al. 2004d) 
2003 Brote familiar O26:H11 VT1 4 
Cáceres 
(Martínez et al. 2010) 







(Instituto de salud 
Carlos III, 2013a) 
2010 Sin especificar O157:H7 48 (sin especificar) 
Sin especificar 
(Instituto de salud 
Carlos III, 2013b) 
2011 Sin especificar O157:H7 Sin especificar 
Sin especificar 
(Instituto de salud 
Carlos III, 2015) 
2012 Sin especificar O157 8 (sin especificar) 
Sin especificar 
(Instituto de salud 
Carlos III, 2015) 
2012 Sin especificar O111 2 (sin especificar) 
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En colaboración con la Unidad de Microbiología Clínica del Hospital Lucus Augusti de 
Lugo (HULA), el LREC realizó un amplio estudio epidemiológico con el objetivo prioritario 
de evaluar el papel de los ECVT como patógenos entéricos en nuestra área sanitaria. Entre 
1992 y 2013 se procesaron un total de 18.745 coprocultivos para la presencia de ECVT O157 y 
no O157 (Tabla 14 y Figura 8). Procedían de pacientes internos y externos de todas las edades 
que en su mayoría presentaban diarrea o gastroenteritis. Aproximadamente el 75% eran casos 
agudos que requirieron hospitalización. Los ECVT se detectaron en 517 (2,8%) de los 18.745 
coprocultivos examinados. En total se confirmaron 71 (0,4%) casos de infección por ECVT 
O157 y 349 (1,9%) por ECVT no O157. Se observó un incremento de casos positivos de ECVT 
desde el año 1992 (0%) hasta el año 2003 (6,6%), para producirse una disminución hasta el 
año 2013 (2%). Entre los serogrupos de ECVT no O157 más frecuentemente detectados en las 
cepas de ECVT en el HULA se encuentran el O5, O26, O64, O69, O75, O103, O111, O139, 
O118, O145 y O146. (Mora et al. 2011, datos LREC sin publicar). 
 
 
Tabla 14. Prevalencia de ECVT en coprocultivos de pacientes del HULA (1992-2013) 
Año 











































































92-99 5054 24 0,5% 87 1,7% 126 2,5% 
2003 834 8 0,9% 20 2,4% 55 6,6% 
2004 1459 3 0,2 28 1,9% 48 3,3% 
2005 1685 1 0,1% 27 1,6% 41 2,4% 
03-05 3970 12 0,3% 75 1,9% 144 3,6% 
2006 1737 12 0,7% 25 1,4% 40 2,3% 
2007 1802 10 0,55% 39 2,2% 50 2,8% 
2008 611 4 0,65% 13 2,1% 18 2,9% 
2009 313 0 0% 5 1,6% 5 1,6% 
2010 229 1 0,4% 3 1,3% 6 2,6% 
06-10 4692 27 0,6% 85 1,8% 119 2,5% 
2011 998 2 0,2% 24 2,4% 27 2,7% 
2012 1883 5 0,3% 46 2,4% 57 3% 
2013 2148 1 0,05% 32 1,5% 44 2% 







Figura 8. Evolución de la detección de ECVT y aislamiento de cepas ECVT O157 y no O157 
aisladas de coprocultivos de pacientes del HULA (1992-2013) 
 
  
Los datos obtenidos en el LREC entre los años 2010 a 2013, indican que las cepas de 
ECVT aisladas en hospitales de toda Galicia pertenecen a un amplio número de serogrupos 
(Tabla 15), con un 60% (95/159) pertenecientes a serogrupos de alto riesgo (Tabla 16) y el 72% 
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TOTAL vt1 vt2 vt1+vt2 eae 
O157 10 9 12 31 0 16 15 31 
O4 1 0 0 1 0 1 0 1 
O5 2 0 0 2 2 0 0 1 
O6 1 0 0 1 1 0 0 0 
O8-141 0 1 0 1 0 0 1 0 
O8 2 0 0 2 1 1 0 0 
O9 2 0 0 2 0 2 0 1 
O25 1 0 0 1 0 1 0 1 
O26 25 6 2 33 33 0 0 33 
O54 0 1 0 1 0 1 0 0 
O55 1 0 0 1 1 0 0 0 
O64 1 0 0 1 0 1 0 0 
O68 1 1 0 2 2 0 0 1 
O69 1 0 0 1 0 0 1 1 
O76 1 0 0 1 1 0 0 0 
O76-O169 1 0 0 1 1 0 0 0 
O88 1 0 0 1 1 0 0 0 
O91 1 0 0 1 0 0 1 0 
O103 1 0 0 1 1 0 0 1 
O104 0 1 0 1 0 1 0 0 
O111 19 4 0 23 8 4 11 23 
O113 3 0 0 3 0 2 1 0 
O123 1 0 0 1 1 0 0 0 
O128 1 0 0 1 0 0 1 0 
O130 1 0 0 1 0 0 1 0 
O145 5 2 0 7 1 6 0 7 
O146 6 1 0 7 0 0 7 2 
O148 3 0 0 3 0 3 0 0 
O150 1 0 0 1 0 1 0 0 
O156 1 1 0 2 2 0 0 2 
O166 1 0 0 1 0 0 1 0 
O174 3 0 0 3 0 1 2 0 
O177 1 0 0 1 0 1 0 1 
O185 1 0 0 1 0 1 0 0 
ONT 12 3 0 15 6 8 1 7 
No realizado 3 0 0 3 3 0 0 1 
TOTAL 115 30 14 159 65 51 43 114 
En rojo se señalan los serogrupos considerados de alto riesgo. El 60% (95/159) 
pertenecen a dichos serogrupos 
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Tabla 16. Cepas ECVT de serogrupos de alto riesgo aisladas de pacientes en Galicia 
SEROGRUPO 2010 2011 2012 2013 2010-2013 
O26 2 (17%) 11 (48%) 12 (35%) 8 (30%) 33 (34%) 
O103 0 0 1 (3%) 0 1 (1%) 
O111 3 (25%) 6 (26%) 9 (26%) 5 (18%) 23 (24%) 
O145 0 1 (4%) 4 (12%) 2 (7%) 7 (7%) 
O157 7 (58%) 5 (22%) 8 (24%) 11 (41%) 31 (32%) 
TOTAL 12 23 34 27 96 
Por lo tanto, los resultados del LREC indican que los ECVT son una causa significativa de 
infecciones en humanos en nuestra área sanitaria y confirmarían lo reportado en relación a 
que en Europa continental las infecciones por ECVT no O157 son mucho más frecuentes que 
las causadas por ECVT del serotipo O157:H7 (Mora 2002; Blanco et al. 2003a, 2004a). 
Otro grupo español (Unidad de Patología Infecciosa y Epidemiología de la Facultad de 
Veterinaria de Cáceres), en colaboración con la Unidad de Microbiología del Hospital San 
Pedro de Alcántara de Cáceres, realizó un estudio epidemiológico en el que se procesaron un 
total de 1.675 coprocultivos para detectar la presencia de ECVT O157. Estos coprocultivos 
procedían de pacientes internos y externos de todas las edades aquejados de procesos 
gastroentéricos, entre los meses de junio de 2006 y diciembre de 2007. El ECVT O157 se aisló 
en 8 coprocultivos (0,5%) pero además, en el contexto de este trabajo, se detectó uno de los 
brotes de infección por ECVT O157 ocurrido en España (Martínez et al. 2010). 
1.6.6. Caracterización y tipado de ECVT 
Los métodos de tipado pueden dividirse de forma genérica en 2 grandes grupos: 
fenotípicos (basados en propiedades manifestadas, como son los antígenos somáticos O y 
flagelares H, la susceptibilidad a los bacteriófagos o fagotipado, resistencia a los 
antimicrobianos, actividad enzimática) y genotípicos (basados en características moleculares 
específicas del ADN cromosómico, plasmídico o de fagos) (Strockbine et al. 1998; Akiba et al. 
1999; Iyoda et al. 1999; Louie et al. 1999; Zhao et al. 2000; Thomson-Carter, 2001; Foley et al. 
2004). 
1.6.6.1. Métodos fenotípicos 
1.6.6.1.1. Serotipado 
El serotipado constituye una herramienta de gran valor para la clasificación 
intraespecífica de las distintas cepas de E. coli, como base para llevar a cabo análisis 
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epidemiológicos. A raíz de las primeras evidencias surgidas en 1945-1950 de que ciertos tipos 
serológicos de E. coli se asociaban con epidemias de enteritis, y tras la publicación de una serie 
de trabajos pioneros (Kauffmann, 1947; Orskov y Orskov, 1984), quedó establecido que E. coli 
expresa 3 antígenos superficiales principales. El serotipado está basado en la identificación de 
estos 3 antígenos: somáticos “O”, capsulares “K” y flagelares “H” (Guinée et al. 1972, 1981; 
Orskov et al. 1977; Orskov y Orskov 1984; Wang et al. 2003; Feng et al. 2004). 
El serotipado, junto con posteriores tipificaciones, ha demostrado ser muy útil a la hora 
de caracterizar las cepas patógenas, y en concreto a la hora de evaluar el papel de los ECVT no 
O157 (Bockemühl et al. 1992; Caprioli et al. 1997; Beutin et al. 1998; Fey et al. 2000; Blanco et 
al. 2004d; Mora et al. 2005; Rivas et al. 2006a). Los resultados del serotipado en diferentes 
laboratorios demostraron que los ECVT asociados con enfermedades humanas pertenecían a 
una amplia variedad de serotipos (Bockemühl et al. 1992; Willshaw et al. 1992, 1997; Beutin et 
al. 1998). Hasta la fecha se han descrito cerca de 500 combinaciones o serotipos O:H 
diferentes entre los ECVT causantes de infecciones en seres humanos. Un mayor desarrollo 
del sistema de serotipado conduce a la identificación de nuevos serotipos de ECVT (Blanco et 
al. 2004c; Zweifel et al. 2005; Much et al. 2009). 
La complejidad de las técnicas básicas para la determinación de los antígenos O y H, y el 
hecho de que muy pocos laboratorios disponen de todos los antisueros necesarios para ello, ha 
llevado a que en los últimos años se hayan desarrollado pruebas moleculares específicas, tales 
como PCR (reacción en cadena de la polimerasa, polimerase chain reaction) o microarrays, 
para detectar e identificar los antígenos O y H más comunes en las cepas asociadas a las 
infecciones más graves (Wang et al. 2010; Debroy et al. 2011). Actualmente, en base a la 
secuenciación genómica completa, se han desarrollado herramientas para el análisis in silico 
de predicción del serotipo (https://cge.cbs.dtu.dk/services/SerotypeFinder/). 
1.6.6.1.2. Fagotipado 
El fagotipado es otro método fenotípico de subtipado de los ECVT, inicialmente 
desarrollado para cepas del ECVT O157, consistente en la clasificación de una cepa en función 
de su respuesta lítica a un determinado número de bacteriófagos. El esquema de fagotipado 
fue desarrollado en Canadá (Ahmed et al. 1987). Después de las sucesivas ampliaciones del 
esquema original (Khakhria et al. 1990; Ahmed et al. 2001), el esquema actual utiliza 16 fagos 
y hasta ahora identifica hasta unos 90 fagotipos (Mora et al. 2007a, 2007b). 
El fagotipado ha resultado ser útil en muchos estudios epidemiológicos. Sin embargo, la 
mayoría de las cepas aisladas en un país pertenecen a un pequeño número de fagotipos, siendo 
necesario, por ello, emplear además otras técnicas de epidemiología molecular. Por este 




(Barret et al. 1994; Bonardi et al. 2001; Chinen et al. 2001; Mora et al. 2004, 2007b; Eklund et 
al. 2006; Alonso et al. 2007; Leotta et al. 2008; Tóth et al. 2009; Aspán y Eriksson 2010). 
  
Cheasty y colaboradores (2000) fagotiparon miles de cepas del ECVT O157 aisladas de 
seres humanos en 13 países europeos. Los fagotipos predominantes entre las cepas humanas 
del ECVT O157 en Europa fueron: 2, 4, 8, 14, 21/28 y 32. Las cepas bovinas y ovinas presentan 
fagotipos similares a los encontrados en las cepas humanas. No obstante, se han encontrado 
diferencias en la prevalencias de los distintos fagotipos dependiendo de la región geográfica y 
a lo largo de los años (Khakhria et al. 1990; Synge 1999; Ahmed et al. 2001; Allison et al. 2000; 
Nishikawa et al. 2001). 
 
Entre las cepas del ECVT O157 aisladas por nuestro grupo en España entre los años 1980 
y 1999 se detectaron un total de 18 fagotipos: 2, 4, 8, 14, 21/28, 23, 26, 27, 31, 32, 34, 39, 45, 50, 
51, 54, 63 y 87. No obstante, el 68% (116 cepas) se pudieron englobar en tan solo 5 fagotipos: 2 
(42 cepas), 8 (33 cepas), 14 (14 cepas), 21/28 (11 cepas) y 54 (16 cepas). Los fagotipos 2 y 8 
fueron los más frecuentes, tanto entre las cepas humanas como bovinas, representando el 51% 
(34/67) y el 46% (38/82) de dichas cepas, respectivamente. Entre las cepas ovinas 
predominaron los fagotipos 54 (5/12) y 14 (3/12). Las 10 cepas aisladas de carne de vacuno en 
España pertenecieron a los fagotipos 2, 4, 8, 21/28, 32 (Tabla 17). El fagotipo 2 se encontró 
frecuentemente tanto entre las cepas humanas aisladas en Lugo como en otras partes de 
España, mientras que las cepas del fagotipo 8 se detectaron especialmente en Lugo. Al 
relacionar los fagotipos de las cepas con la clínica de los pacientes se observó que las cepas de 
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Tabla 17. Fagotipos determinados en cepas del ECVT O157 de origen humano y 
animal aisladas en España (1980-1999). Adaptada de López, 2006 
Fagotipo 
ORIGEN DE AISLAMIENTO 
 
Total        
(n=171) 
Humano    
(n=67) 
Bovino        
(n=82) 
Carne-





2 19 21 2 0 42 
4 1 0 1 0 2 
8 15 17 1 0 33 
14 7 4 0 3 14 
21/28 1 7 3 0 11 
23 0 4 0 0 4 
26 1 1 0 0 2 
27 0 1 0 0 1 
31 2 0 0 0 2 
32 0 1 1 0 2 
34 1 3 0 2 6 
39 3 2 0 0 5 
45 0 2 0 0 2 
50 1 0 0 0 1 
51 0 1 0 0 1 
54 3 8 0 5 16 
63 1 1 0 0 2 
87 1 0 0 0 1 
Atípico 11 9 2 2 24 
 
 
Por lo tanto, la distribución de fagotipos detectada en las cepas del ECVT O157 de origen 
humano y animal en España es muy similar a la encontrada en la mayoría de los estudios 
realizados en Europa. Conviene resaltar que tanto en España como en otros países, los 
fagotipos predominantes entre las cepas de origen bovino son también los más comunes entre 
las cepas aisladas de seres humanos, lo que confirma al ganado bovino como el principal 
reservorio (Mora et al. 2004). 
 
Aunque esta técnica se ha empleado principalmente en cepas ECVT O157, también se ha 
utilizado esta técnica en el subtipado de cepas ECVT no O157 de los serotipos O103:H2 y 









1.6.6.2. Tipado molecular 
 
La epidemiología molecular es en gran parte descriptiva y caracteriza las bacterias en 
función de su variación genética natural. Se han empleado una serie de métodos moleculares 
para determinar esta variación, que puede ser debida a mutaciones o a transferencia 
horizontal de genes. Básicamente se pueden distinguir 2 ramas de la epidemiología molecular: 
clasificación y tipificación. La clasificación puede ilustrar relaciones evolutivas y subdivide las 
especies en grupos clonales, mientras que la tipificación se utiliza más a menudo para la 
diferenciación de los aislados clínicos o ambientales. La epidemiología a largo plazo puede 
requerir la clasificación, mientras que la epidemiología local a corto plazo utiliza más a 
menudo métodos de tipado. Mientras que los métodos más importantes para la clasificación 
molecular son MLST y MLEE (multilocus enzyme electrophoresis) (Caugant et al. 1986; 
Maiden et al. 1998), la técnica de PFGE o los métodos basados en PCR, tales como ADN 
polimórfico amplificado por PCR, AFLP, o la caracterización de genes de virulencia, se han 
utilizado con frecuencia para la tipificación. 
 
La técnica de PFGE es muy útil para detectar grupos de cepas que probablemente han 
evolucionado muy poco y que por lo tanto no son detectables por MLST, e indica las 
diferencias que se han desarrollado más lentamente por mutación y recombinación. Por otro 
lado, el tipado mediante PFGE por sí solo no es suficiente para definir grupos de cepas que 
están filogenéticamente relacionados. La combinación de MLST, PFGE, y la tipificación de 
genes de virulencia permite clasificar las cepas en grupos que no solo difieren en sus genes de 
virulencia sino que también representan distintos linajes con perfiles de MLST diferentes 
(Beutin et al. 2005a). 
 
La comparación de secuencias del genoma de cepas de los serogrupos O26, O103, O111 y 
O157 reveló altas similitudes en sus genes y otros factores específicos para el patotipo de 
ECVT. Sin embargo, la adquisición independiente de elementos genéticos móviles, tales como 
islas de patogenicidad (PAIS), bacteriófagos y plásmidos a través de transferencia horizontal 
de genes, ha sido identificada como la principal fuerza impulsora para una evolución paralela 
que lleva a diferentes filogenias de ECVT (Ogura et al. 2009). Los análisis filogenéticos de 
varios estudios sugieren antepasados compartidos o linajes comunes a partir de los cuales los 
diferentes serotipos han evolucionado. Por ejemplo, en el serotipo O103:H11 se encontraron 
aislamientos que podrían tener el mismo ancestro que EHEC O26:H11 cuando se analizaron 
variantes de 2 genes (fliC y eae) (Iguchi et al. 2012). Además, dado que O26:H11 y O111:H11 
portan perfiles de virulencia muy similares, se sugirió que hay cepas H11 que están 
estrechamente relacionadas (Ju et al. 2014). Por otra parte, los análisis del genoma completo 
de 2 cepas ECVT O145 mostraron que tenían un ancestro común con EPEC O157:H7 antes 
de que evolucionaran aún más en otro sublinaje (Cooper et al. 2014). 
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Otro hecho que hace alusión a una filogenia más compleja que la distribución por 
serogrupos de las cepas de ECVT, es el frecuente aislamiento de cepas ECEPa con los mismos 
serogrupos no O157 que cepas de ECVT (Bokete et al. 1997; Eklund et al. 2006). Las cepas 
ECEPa no albergan el bacteriófago VT pero son similares a las cepas de EHEC capaces de la 
formación de la lesión A/E causada por LEE. Se cree que las cepas ECEPa pueden haber 
evolucionado durante la infección humana por pérdida del gen vt, y por lo tanto se designaron 
como ECEH-LST (ECEH que perdió VT) (Bielaszewska et al. 2007b) aunque podrían revertir 
de nuevo a ECVT con la adquisición de los genes vt (Bielaszewska et al. 2007b; Mellmann et 
al. 2008b). 
 
La nomenclatura común de los aislados de E. coli en diferentes serogrupos O se cree que 
implica una relación genética distante de estas cepas. Por lo tanto, un serogrupo O también 
podría sugerir una filogenia individual de este linaje con diferencias en sus características 
biológicas. La divergencia de los genes de los antígenos O111 y O26 podría ser debido a la 
transferencia de genes de la región rfb, lo que también causó la evolución de O157:H7 a partir 
del antepasado común, O55:H7 (Feng et al. 1998). Comparables eventos de recombinación de 
las regiones codificantes del antígeno O podrían ser responsables de la evolución de cepas 
ECVT y ECEPa de los serogrupos O26 y O111 a partir de un ancestro común, lo que explica 
las diferencias en el antígeno somático. 
 
Por el contrario, los análisis filogenéticos de los antígenos flagelares H fueron descritos 
como monofiléticos y revelaron una estrecha relación de cepas O111:H11 y O26:H11 (Ju et al. 
2012). Esto condujo a la hipótesis de que O26:H11 evolucionara de una cepa ancestral 
O111:H11 por un cambio antigénico de O111 a O26 y en general de que las cepas ECVT con 
los mismos antígenos H podrían compartir un ancestro (Iguchi et al. 2012). Esto sugiere que 
la tipificación de los antígenos H da más información que el serogrupo O (Iguchi et al. 2012). 
Por lo tanto, el análisis basado en el serotipo O:H refleja la filogenia de E. coli más 
adecuadamente (Eichhorn et al. 2015). 
 
Los sistemas de tipificación genética constituyen una de las aportaciones microbiológicas 
que más difusión han tenido en los últimos años. Estos sistemas comprenden una gran 
variedad de técnicas que tienen por objeto comparar la composición de los ácidos nucleicos de 
2 o más microorganismos. De este modo, se puede reconocer la relación entre aislamientos 
vinculados epidemiológicamente y, por tanto, derivados de un microorganismo precursor 
común. 
 
Estas técnicas moleculares son muy útiles a la hora de la identificación de brotes. Prueba 
de ello es el caso de un brote ocurrido en EE.UU. en el año 2000 debido al consumo de 
hamburguesas que solo fue significativo cuando se empleó la técnica de electroforesis en 




una probabilidad significativa, lo cual generó que se descartara el evento como un brote 
(Boric, 2008). 
 
El tipado molecular también puede proporcionar información sobre la distribución de 
cepas de E. coli en poblaciones humanas y animales, lo que puede ser aplicado en programas 
de vigilancia a nivel local, regional, nacional o global. De especial interés puede ser el 
monitoreo de marcadores asociados con la patogenicidad, inmunidad o resistencia a 
antibióticos. Además, se pueden realizar análisis periódicos para la detección de grupos de E. 
coli patógenos con perfiles de genes de virulencia similares y con un origen común en espacio 
y tiempo para así poder mejorar las advertencias anticipadas de los servicios de salud e 
intervenciones preventivas, como el desarrollo de vacunas y los programas de inmunización. 
 
Estas técnicas también pueden ser usadas en estudios clínicos para la identificación de 
patrones de colonización y de fuentes de transmisión de microorganismos infecciosos, lo cual 
puede contribuir a un entendimiento de la epidemiología y patogénesis, ayudando con ello al 
desarrollo de estrategias de prevención de enfermedades (Struelens y MESGEM, 1996). 
 
Sin embargo, para lograr una aplicación práctica y rutinaria de estas técnicas en la 
detección e identificación de microorganismos patógenos transmitidos por alimentos es 
necesario hacer un esfuerzo en la estandarización y normalización de estos métodos 
(Palomino-Camargo y González-Muñoz, 2014). 
 
Los primeros métodos de identificación molecular fueron la hibridación ADN-ADN, el 
análisis de secuencias del ARNr 16S, la hibridación con una sonda específica y el análisis RFLP 
o ribotipado. En contraste con las características fisiológicas y bioquímicas, la identificación 
molecular se basa en la composición constitutiva de los ácidos nucleicos más que en los 
productos de su expresión. Estos métodos moleculares se utilizan a menudo en asociación con 
la identificación microbiológica convencional (Ward y Roy, 2005; Foley y Grant, 2007). 
 
 
1.6.6.2.1. Caracterización de genes de virulencia mediante PCR 
 
La PCR es una técnica de biología molecular descrita por Saiki y colaboradores (1985) y 
Mullis y Faloona (1987) cuyo objetivo es obtener un gran número de copias de un fragmento 
de ADN particular (Figura 9). Tiene infinidad de aplicaciones, como la detección de genes o 
regiones diana de microorganismos patógenos. Asimismo, se emplea en la detección de 
enfermedades hereditarias, la identificación de huellas digitales genéticas, el diagnóstico 
clínico, el análisis forense del ADN y la investigación en biología molecular. 
 
 




Figura 9. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Fuente: 
http://www.psiquiatria.com/congreso_old/mesas/mesa23/conferencias/23_ci_a.htm 
 
Poco después de haberse descrito la técnica se pusieron a punto pruebas de PCR para 
detectar los genes vtx en E. coli (Pollard et al. 1990), de tal manera que hoy en día la PCR se 
considera un método sensible, rápido y versátil de subtipado de los E. coli patógenos, y de los 
ECVT en particular. La técnica de PCR se emplea para la detección de genes que codifican 
para diferentes factores y marcadores de virulencia de los ECVT como son: los genes vt1 y vt2 
(Pollard et al. 1990), el gen fliC que codifica para el antígeno flagelar H7 (Gannon et al. 1997a; 
Wang et al. 2000; Johnson y Stell, 2001), el gen rfb que codifica para una enzima necesaria 
para la síntesis del lipopolisacárido O157 (Desmarchelier et al. 1998; Maurer et al. 1999; Paton 
y Paton, 1999), el antígeno O111 (Wang et al. 1998), el gen eae (Gannon et al. 1993; Paton y 
Paton, 2002; Blanco M et al. 2003a, 2004a, 2004c, 2005; Garrido et al. 2006; Mora et al. 2007a) 
y el gen E-hlyA que codifica para la enterohemolisina (Beutin et al. 1988, 1996a; Schmidt et al. 
1995; Pièrard et al. 1997a,b; Liptakova et al. 2002; Paton y Paton, 2002; Cookson et al. 2007). 
Se puede realizar una PCR múltiple y detectar conjuntamente los genes de virulencia más 
importantes de los ECVT: vt1, vt2, eae y E-hlyA (Cebula et al. 1995; Fratamico et al. 1995; 
Gannon et al. 1997b; Franck et al. 1998; Louie et al. 1998; Nagano et al. 1998; Paton y Paton, 
1998b, 2002; Fagan et al. 1999; Hu et al. 1999). 
 
Actualmente se conocen del orden de un centenar de genes que se han relacionado con la 
virulencia de los ECVT, y se han desarrollado microarrays capaces de detectar gran número 
de ellos de forma conjunta en una sola prueba (Chizhikov et al. 2001; Bekal et al. 2003; 
Dobrindt et al. 2003; Chen et al. 2005; Garrido et al. 2006; Geue et al. 2010). 
 
La PCR combinada con la técnica de RFLP (Restrition fragment length polymorphism) 
(PCR-RFLP) permite además caracterizar las distintas variantes de los genes vt1 y vt2 (Ziebell 




cual ha facilitado la discriminación entre cepas desde el punto de vista epidemiológico y ha 
hecho posible la comparación de los distintos subtipos hallados internacionalmente de los 
genes vt (Bastian et al. 1998). Este subtipado de los genes vt puede tener importancia 
asimismo desde un punto de vista patogénico, ya que se considera que la evolución clínica y la 
gravedad de las infecciones debidas a ECVT dependen del tipo y subtipo de genes vt de la cepa 
implicada (Piérard et al. 1998; Friederich et al. 2002; Kawano et al. 2008). Los diferentes 
protocolos de PCR para los genes vt publicados hasta el momento han hecho posible la 
detección rápida de los ECVT no O157 a partir de muestras clínicas y, por tanto, el 
diagnóstico de las infecciones provocadas por este tipo de patógenos (Blanco et al. 2004d). 
 
Por otro lado, se han desarrollado protocolos de PCR que permiten la detección de los 
serogrupos O más comunes de una forma más rápida y eficiente que la que se consigue con 
los métodos tradicionales de serotipado (Wang et al. 2001; Feng et al. 2004, 2005; Beutin et al. 
2005b, 2005c; Beutin y Strauch 2007; Liu et al. 2007; Iguchi et al. 2015b, 2016; Iguchi, 2016). 
Del mismo modo, el tipado del gen flagelar fliC mediante PCR-RFLP ha permitido la 
detección del gen que codifica ciertos antígenos H en casos en los que el serotipado 
convencional presenta dificultades (Prager et al. 2003; Beutin y Strauch, 2007; Aslani y 
Bouzari 2009). 
 
El desarrollo de técnicas basadas en la PCR dio lugar a aplicaciones como la PCR 
cuantitativa en tiempo real (RT-PCR) o la PCR múltiple para la detección simultánea de 
varios genes de virulencia, ampliamente utilizados en los últimos años (Paton y Patón, 2002, 
2005; Osek, 2003; Sekse et al. 2005; Müller et al. 2006; Aranda et al. 2007; Wang et al. 2007; 
Ooka et al. 2009; Bai et al. 2010, 2012; Paddock et al. 2013a). Muchos ensayos de RT-PCR se 
han desarrollado para patógenos de origen alimentario, ofreciendo una detección rápida, 
sensible y específica de una serie de agentes patógenos, tras el cultivo de enriquecimiento, así 
como su cuantificación (Foley y Grant, 2007; Eleizalde et al. 2012). Las ventajas de estos 
ensayos, junto con su facilidad de uso y la susceptibilidad a la automatización los hacen muy 
atractivos para su aplicación en alimentos, con el fin de superar la larga etapa de cultivo de 
enriquecimiento (Foley y Grant, 2007). Existe un número creciente de kits de RT-PCR, 
disponibles comercialmente, para la detección de patógenos transmitidos por alimentos 
(Palomino-Camargo y González-Muñoz, 2014). 
 
 
1.6.6.2.2. Electroforesis en campos pulsantes (PFGE) 
 
La técnica de electroforesis en campos pulsantes (Pulsed Field Gel Electrophoresis, PFGE) 
fue descrita en 1984 como una herramienta para examinar el ADN cromosómico de 
organismos eucariotas, y ha sido uno de los progresos más útiles de la epidemiología 
molecular en las décadas pasadas, ya que ha demostrado que es altamente efectiva para 
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muchas especies bacterianas tanto para gram-positivas como para gram-negativas (Goering, 
1993, 2000; Tenover et al. 1995, 1997; Struelens et al. 2001; Warner y Onderdonk, 2003). 
 
En esta técnica se usan enzimas de restricción que cortan de manera infrecuente el ADN 
cromosómico para generar fragmentos muy grandes que son separados por electroforesis. Los 
fragmentos de ADN generados son mayores de 40 kb y se pueden separar si se alterna 




Figura 10. Proceso de realización de la técnica de PFGE. Fuente: 
http://www.foodsafetynews.com/2009/08/genetic-testing-1/ 
 
Esta técnica fue detallada por primera vez para el ECVT O157 por Böhm y Karch (1992) y 
desde entonces se han publicado un gran número de estudios que demuestran que la técnica 
es interesante desde el punto de vista epidemiológico (Barret et al. 1994; Meng et al. 1995; 
Krause et al. 1996; Izumiya et al. 1997; Allison et al. 1998, 2000; Heir et al. 2000; Preston et al. 
2000; Foley et al. 2004; Mora et al. 2004; Nagano et al. 2004; Singer et al. 2004; Bidet et al. 
2005; Ahmed et al. 2005; Tsai et al. 2005; Yoshii et al. 2009; CDC, 2010; Masana et al. 2010). 
Esta técnica proporciona un análisis completo del ADN cromosómico al incluir en el mismo 
más del 90% del cromosoma bacteriano. El uso de uno o más enzimas de restricción permite 
la detección de diferencias en el ADN cromosómico entre los aislados, puesto que los patrones 
de macrorrestricción resultantes, integrados por grandes fragmentos de ADN, reflejan las 
distancias existentes entre sitios de corte a lo largo del cromosoma bacteriano (Tenover et al. 
1995; Goering, 2000). Por tanto, la comparación de estos patrones permite determinar las 
relaciones existentes entre un aislado y cada uno de los otros con los que se compare, si bien, 




bandas obtenidas de los análisis de PFGE para poder estandarizar la interpretación de los 
resultados obtenidos con esta técnica, puesto que los criterios interpretativos propuestos para 
los perfiles de PFGE no incluyen evidencias experimentales que expliquen variaciones 
mínimas observadas entre cepas con altas similitudes (Tenover et al. 1995; Durmaz et al. 
2009). Según los criterios de Tenover et al. (1995), un aislamiento puede considerarse 
relacionado con el perfil patrón de PFGE de un brote incluso si difiere en 4-6 bandas. Otros 
autores (Barrett et al. 1994), sin embargo, sugieren que diferencias de incluso una banda 
harían que una cepa probablemente no estuviera relacionada con un brote. De acuerdo con las 
observaciones de Smith et al. (2000), que utilizaron en su estudio el sistema de análisis de 
FAFLP (Fluorescent Amplified Fragment Length Polymorphism) y PFGE, habría que tener en 
cuenta el contexto epidemiológico a la hora de interpretar los resultados. Así, si el contexto 
epidemiológico lo apoya, una única banda de diferencia en el análisis puede definir una nueva 
cepa. Contrariamente, en otras condiciones epidemiológicas, uno o dos fragmentos de 
diferencia entre aislamientos no impiden que se definan como el mismo grupo clonal. 
 
Barrett y colaboradores (2006) revisaron los criterios de Tenover en base a sus 
experiencias en el plan nacional de subtipado de patógenos alimentarios de tipo bacteriano 
llevado a cabo por el CDC de Atlanta (sistema PulseNet USA). Entre estas cuestiones, estos 
autores recomiendan considerar como “diferentes” aquellos perfiles de PFGE entre los que se 
observe cualquier diferencia, y como “indistinguibles” aquellos en los que no sea evidente 
ninguna diferencia en las condiciones ensayadas, por considerarlo un término más preciso 
que “idénticos”. Además, para una correcta interpretación de los perfiles, consideran 
necesario tener en cuenta previamente una serie de aspectos, como son: suficiente calidad del 
gel para poder ser interpretado correctamente; tener en cuenta la diversidad del 
microorganismo analizado; conocer las condiciones en las que tiene lugar la transmisión 
prolongada en el tiempo, y por último, otro aspecto muy importante a tener en cuenta es la 
interpretación global de los datos de laboratorio junto con el contexto epidemiológico, ya que 
los resultados de la PFGE en exclusiva no permiten establecer una conexión epidemiológica 
entre aislados. 
 
La rigurosa estandarización del protocolo de PFGE con la enzima de restricción XbaI ha 
permitido la obtención de patrones de macrorrestricción comparables entre todos los 
laboratorios integrados en el sistema PulseNet en EE.UU. (Gerner-Smith et al. 2006; Gerner-
Smith y Scheutz 2006) y en otros países (Fisher y Threlfall, 2005; Terajima et al. 2006). 
Además, el poder discriminativo de la PFGE puede incrementarse mediante el empleo de una 
segunda enzima de restricción, como puede ser BlnI (Hyytiä-Trees et al. 2006; Arthur et al. 
2007; Leotta et al. 2008; Pei et al. 2008) o SpeI, en caso de resistencia a la digestión con BlnI 
(Arthur et al. 2007; Pei et al. 2008). Con este fin se han empleado también otras enzimas como 
NotI (Rice et al. 1999; Geue et al. 2006) o SfiI (Harsono et al. 1993; Lee et al. 1996; Ríos et al. 
1999). 
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En general, la PFGE ha desempeñado un papel fundamental en la identificación de 
fuentes de infección en brotes y casos esporádicos de infección, al permitir contrastar la 
identidad de aislados obtenidos a partir de animales, alimentos y/o muestras ambientales con 
los aislados procedentes de pacientes (Trevena et al. 1996; Chapman et al. 2000a, Licence et al. 
2001; Alleberger et al. 2003; Bopp et al. 2003; Ferguson et al. 2005; CDC, 2006; Espie et al. 
2006; Conedera et al. 2007; Denny et al. 2008; Sartz et al. 2008; Sekse et al. 2009; CDC, 2010; 
Barret et al. 2012; Trotz-Williams et al. 2012). Esta técnica ha permitido detectar brotes que de 
otra forma pasarían inadvertidos. Así, Tauxe (2006) demostró que el uso de esta técnica en un 
estado de EE.UU. había propiciado un incremento del 67% en la sensibilidad para la detección 
de brotes de infección. Por otro lado, el empleo continuado de esta técnica ha proporcionado 
una visión de conjunto de las infecciones que tienen lugar en cada país, poniendo de 
manifiesto, por ejemplo, que en países como Dinamarca, la mayoría de las infecciones que 
suceden son de carácter esporádico (Nielsen et al. 2006). Además, cepas que no son tipables 
por serotipado (ONT o HNM) en ocasiones pueden asociarse con un serogrupo O concreto, 
en virtud de la similitud de su perfil de PFGE con los de otros ECVT pertenecientes a algún 
serogrupo O conocido (Gyles, 2007). 
 
La técnica de PFGE es un método de elección porque muestra un alto nivel de 
discriminación y reproductibilidad, por ello ha sido escogida por el CDC de Atlanta para 
realizar un plan nacional de subtipado de los patógenos bacterianos asociados a brotes de 
alimentos, entre ellos el ECVT O157 (Strockbine et al. 1998). De acuerdo con las 
observaciones de Preston et al. (2000) el fagotipado, junto con el tipado por PFGE, 
constituyen procedimientos complementarios para el subtipado del ECVT O157, y la 
combinación de ambos proporciona una discriminación óptima. Además, este método ha sido 
avalado por la EFSA, al otorgarle, en la evaluación de métodos de tipado molecular, la máxima 
calificación en base a 3 criterios: a) vigilancia de rutina de enfermedades, b) seguimiento y 
control de brotes y c) seguimiento y control de casos puntuales que afecten a la salud pública 
(EFSA/ECDC, 2014). 
 
Sin embargo, debido a las limitaciones de la técnica, se está tratando de sustituir por 
análisis de secuenciación del genoma completo (WGS), de hecho, ya se está haciendo en 
Listeria. La WGS proporciona datos más detallados y precisos para identificar brotes que la 
técnica de PFGE, ya que, en lugar de tener solo la capacidad de comparar genomas 
bacterianos utilizando 15-30 bandas, que aparecen en un patrón PFGE, en WGS se obtienen 
millones de bases para comparar. Además, empleando WGS, se ha demostrado que algunas 










La técnica de MLVA (multiple-locus variable-number tandem repeats analysis) es otro 
método genotípico de subtipado (Noller et al. 2003; Keys et al. 2005; Hyytiä-Trees et al. 2006). 
En la valoración de la EFSA/ECDC (2014), fue el segundo método de tipado mejor valorado. 
Se basa en la existencia de variaciones en el número de repeticiones de determinadas 
secuencias repetitivas en tándem existentes en una serie de loci específicos a lo largo del ADN 
cromosómico, y utiliza técnicas de PCR dirigidas a dichos loci. Se trata de un método 
relativamente simple, robusto y rápido que parece mostrar una sensibilidad similar a la de la 
PFGE, aunque una especificidad superior (Lindstedt et al. 2003, 2004; Noller et al. 2003, Keys 





Figura 11. Proceso de realización de la técnica de tipado molecular MLVA. Fuente: 
http://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/protocol-images.html 
 
Varios estudios publicados han empleado la técnica de MLVA, generalmente de forma 
conjunta con la de PFGE, en comparaciones epidemiológicas (Murphy et al. 2008; Pei et al. 
2008) y para distinguir brotes y casos esporádicos de infección por el ECVT O157 (Noller et 
al. 2003, Cooley et al. 2007; Kawamori et al. 2008; Pei et al. 2008; Perry et al. 2013). Además, 
algunos estudios han aplicado con éxito este método en el subtipado de ECVT no O157 (Keys 
et al. 2005; Lindstedt et al. 2007; Kumar et al. 2014), permitiendo con ello la detección de 2 
brotes de SUH provocados por ECVT del serogrupo O103 en Noruega, así como el 
establecimiento de la fuente de infección en ambos casos (Lindstedt et al. 2007; Schimmer et 
al. 2008). 





Características de la técnica 
 
La técnica de MLST (multilocus sequence typing) fue diseñada para identificar clones y/o 
líneas clonales, fundamentalmente en poblaciones bacterianas. Es un marcador molecular de 
aplicación en epidemiología global o a largo plazo (identificación de grupos poblacionales con 
independencia de pequeñas variaciones que puedan surgir geográfica y/o temporalmente), 
aunque, ocasionalmente, se ha utilizado para dar respuesta a los típicos interrogantes 
planteados en epidemiología local o a corto plazo (caracterización de brotes, reinfecciones y/o 
fallos terapéuticos, etc.). Además es una técnica genética muy empleada para realizar 
clasificaciones taxonómicas de bacterias, hongos patógenos y parásitos. 
 
Este método está basado en la existencia de variaciones en las secuencias nucleotídicas de 
fragmentos internos de algunos genes altamente conservados (Gyles, 2007). En general, solo 
ciertas regiones de los genes presentan variabilidad, mientras que el resto del locus está 
conservado. Este hecho ha permitido desarrollar esta técnica, en la que de cada gen, solo es 
necesario el análisis de un fragmento interno de entre 450-500 pb. Así, la combinación de la 
variabilidad de los genes analizados proporciona un alto grado de discriminación. De este 
modo, estudiando tan solo 7 loci, se podrían distinguir hasta 307 genotipos diferentes. Esta 
circunstancia ha llevado a consensuar 7 como el número de loci adecuado para el análisis por 
secuenciación de los fragmentos seleccionados. La secuencia obtenida de cada uno de los 
fragmentos se compara con una base de datos de alelos de cada gen en particular y se le asigna 
un identificador numérico. Las combinaciones de estos perfiles alélicos recibe el nombre de 











Para el análisis de las cepas de E. coli existen 3 esquemas de MLST, cada uno basado en un 
conjunto diferente de genes (Reid et al. 2000, Wirth et al. 2006, Jaureguy et al. 2008), aunque 
probablemente el más utilizado sea el de Achtman, además, parece ser el más estable y 
congruente con filogenias del genoma completo (Chaudhuri y Henderson, 2012; Clermont et 
al. 2015): 
 
 Esquema de Achtman: las cepas aisladas se tipifican amplificando fragmentos de 
7 genes (adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA y recA) siguiendo los protocolos 
disponibles en la página web: 
http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/allele_st_search. 
 
 Esquema de Pasteur: se basa en la amplificación de fragmentos de 8 genes (dinB, 
icd, pabB, polB, putP, trpA, trpB, uidA) mediante la utilización de los protocolos 
disponibles en la página web: 
http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/EColi.html. 
 
 Esquema de Whittam: las cepas se tipifican amplificando fragmentos de hasta 15 
genes (arcA, aroE, aspC, clpX, cyaA, dnaG, fadD, grpE, icdA, lysP, mdh, mtlD, 
mutS, rpoS, uidA) según las condiciones establecidas en los protocolos disponibles 
en la página web: http://www.shigatox.net/ecmlst. arcA 
 
El poder de discriminación de MLST es muy inferior al que se obtiene con la aplicación 
de otros marcadores como el análisis del ADN mediante PFGE, técnicas de tipificación por 
PCR, AFLP, etc. puesto que su objetivo es el análisis de regiones altamente conservadas 
eliminando la variabilidad aportada por eventos recombinantes. Un inconveniente de esta 
técnica es que para cada cepa deben realizarse al menos 7 reacciones de amplificación y 14 
reacciones de secuenciación (según el esquema empleado), lo que hace que sea una técnica 
costosa, laboriosa y que precisa de tecnología de secuenciación automática. Actualmente, la 
técnica de MLST por secuenciación Sanger está siendo sustituida por WGS, con la ventaja de 
que corrige los errores de la primera. 
 
Análisis evolutivos de las ST 
 
La secuenciación del genoma está generando gran cantidad de datos de secuencias. Con el 
fin de llevar a cabo análisis eficientes de toda esta información, se necesitan programas 
informáticos basados en algoritmos computacionales rápidos y métodos estadísticos 
(http://www.megasoftware.net/web_help_7/helpfile.htm#hc_first_time_user.htm). 
 
El análisis de las ST a través de este tipo de programas buscan conocer las relaciones 
evolutivas y las estructuras poblacionales bacterianas de diferentes aislados. Dos de los 
programas ampliamente utilizados son: 




 MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 
(http://www.megasoftware.net/) (Kumar et al. 2001) es una herramienta que 
realiza alineamientos de manera automática o manual, genera árboles 
filogenéticos, estima rangos de evolucion molecular y prueba hipótesis evolutivas. 
Además cuenta con acceso directo a bases de datos como NCBI, evitando la 
necesidad de tener que entrar a la página mediante el explorador y descargar la 
secuencia directamente al programa. El objetivo del software MEGA ha sido 
proporcionar herramientas para explorar, descubrir y analizar secuencias de ADN 
y proteínas desde una perspectiva evolutiva. La primera versión fue desarrollada 
para los recursos computacionales limitados que estaban disponibles en un 
ordenador medio a principios de los años noventa. MEGA1 hizo que muchos 
métodos de análisis evolutivo fueran fácilmente accesibles a la comunidad 
científica para la investigación y la educación. Este software fue mejorando a 
través de las distintas versiones, llegando a MEGA6 que representa un salto 
adelante en términos de rendimiento. Un nuevo gestor de memoria y un 
compilador actualizado han hecho posible que MEGA6 asigne el doble de 
memoria en sistemas de 64 bits que MEGA5. Actualmente, MEGA se encuentra 
ya en la versión 7, que logra otro salto adelante en términos de rendimiento 
(http://www.megasoftware.net/). 
 
 El algoritmo BURST, fue ideado y desarrollado por Ed Feil (Universidad de 
Bath), como una forma de mostrar las relaciones entre aislados estrechamente 
relacionados de una especie o población bacteriana (Feil et al. 2004). BURST, a 
diferencia de los diagramas, árboles o dendrogramas, utiliza un modelo simple 
pero apropiado de evolución bacteriana en el que un genotipo ancestral (o 
fundador) aumenta en frecuencia en la población y, al hacerlo, comienza a 
diversificarse para producir un grupo, relacionando todos los genotipos que son 
descendientes del genotipo fundador. Este grupo de genotipos relacionados se 
denomina a menudo como un "complejo clonal". 
  
La introducción de la tipificación mediante MLST para la caracterización precisa de 
aislamientos de patógenos bacterianos ha tenido un marcado impacto tanto en la vigilancia 
epidemiológica rutinaria global, como en la biología de poblaciones microbianas. En ambos 
campos, un requisito clave para explotar este recurso es la capacidad de discernir la relación y 
los patrones de descendencia evolutiva entre aislamientos con genotipos similares. 
 
Las técnicas de agrupamiento tradicionales, como los dendrogramas, proporcionan una 
representación muy pobre de los eventos evolutivos recientes, ya que intentan reconstruir las 
relaciones en ausencia de un modelo realista de la forma en que los clones bacterianos 




BURST, eBURST (http://eburst.mlst.net/), que divide un conjunto de datos de MLST de 
cualquier tamaño en grupos de aislados y complejos clonales, predice el genotipo fundador 
(ancestral) de cada complejo clonal y calcula la fiabilidad de la asignación (Feil et al. 2004). 
 
La principal ventaja de eBURST es que implementa el modelo más simple para la 
aparición de complejos clonales (Smith et al. 2000; Feil et al. 2001): un genotipo dado 
aumenta en frecuencia en la población, convirtiéndose en un fundador, y este aumento se 
acompaña de una diversificación gradual de ese genotipo, por mutación y recombinación, 
formando un grupo de cepas estrechamente relacionadas desde el punto de vista filogenético. 
Esta diversificación del genotipo "fundador" se refleja en la aparición de ST que difieren sólo 
en una secuencia genética a partir del genotipo fundador (variantes de locus único o SLV). 
Una mayor diversificación de las SLV dará como resultado la aparición de variaciones del 
genotipo original con más de una diferencia en el perfil alélico (variantes de doble locus DLV), 
variantes de locus triples (TLV), y así sucesivamente. 
 
Tras la aplicación del algoritmo eBURST a un conjunto de datos completo, el resultado es 
un conjunto de árboles disjuntos (gráficos acíclicos), donde cada árbol corresponde a un 
complejo clonal. Por lo tanto, al considerar sólo los enlaces SLV, eBURST no tiene como 
objetivo vincular a toda la población, sino que identifica diferentes complejos clonales. El 
análisis de eBURST de los resultados de MLST consiste en construir un conjunto de árboles 
que se extiende en un gráfico donde cada ST es un nodo y 2 ST se conectan si, y solamente si, 
son SLV. Este conjunto de árboles debe ser óptimo con respecto a la selección de enlaces. En 
caso de empate se deben considerar el número de DLV, el número de TLV y por último la 
frecuencia de ocurrencia de ST. La implementación actual de las reglas BURST en el algoritmo 
eBURST puede no proporcionar una solución óptima. Para lograr este objetivo, Francisco y 
colaboradores (2009) propusieron el siguiente algoritmo (goeBURST): si se comienza con un 
conjunto de árboles de singleton (cada ST es un árbol), se podría construir el conjunto de 
árboles óptimo seleccionando iterativamente los enlaces que conectan ST en diferentes árboles 
y con el mayor número de árboles SLV. Estos autores, probaron varios conjuntos de datos 
públicos de MLST y encontraron diferencias entre las 2 implementaciones al analizar 5 
especies bacterianas: Enterococcus faecium, Streptococcus pneumoniae, Burkholderia 
pseudomallei, Campylobacter jejuni y Neisseria spp. 
 
GoeBURST es una implementación java de las reglas del algoritmo eBURST propuestas 
por Feil y colaboradores (2004), utilizando un enfoque de matriz gráfica que asegura una 
solución óptima para la colocación de enlaces entre las ST. Está disponible en 
http://goeBURST.phyloviz.net. GoeBURST permite al investigador determinar mediante 
inspección visual del árbol si un enlace representa una conexión fiable entre las ST o si existen 
otras conexiones con una calidad ligeramente peor, alertando de la posibilidad de patrones 
alternativos de evolución (Francisco et al. 2009). 
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La aplicabilidad general de las matrices gráficas y el modelo evolutivo que sustenta las 
reglas eBURST sugieren que goeBURST podría utilizarse con éxito para el análisis de otros 
datos de tipificación microbiana. Cualquier metodología de MLST cuyos resultados se pueden 
codificar en una secuencia numérica o de caracteres y en la cual, la similitud entre 2 perfiles de 
este tipo puede evaluarse por el número de diferencias, es susceptible de análisis por 
goeBURST, de hecho, se aplicó a varias bases de datos públicas MLST para los 
microorganismos clínicamente relevantes: Helicobacter pylori, Streptococcus pyogenes, Bacillus 
cereus, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Klebsiella 
pneumoniae, upsaliensis Campylobacter, Streptococcus suis, Neisseria spp, Haemophilus 
influenzae, Campylobacter jejuni, Streptococcus uberis, Staphylococcus epidermidis, 
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Burkholderia pseudomallei y Enterococcus 
faecium (Francisco et al. 2009). 
 
 
1.6.6.3. Secuenciación genómica masiva  
 
Dentro de las técnicas moleculares hay que destacar una técnica muy reciente como es la 
secuenciación masiva o Whole Genome Sequencing (WGS) (Figura 13). El abaratamiento y 
mejora de las técnicas basadas en la WGS han marcado un antes y un después en el tipado 
molecular, permitiéndonos entender mejor cualquier variación dentro y entre especies, lo que 
se traduce en la capacidad de diferenciar organismos con una precisión que no permite 
ninguna otra tecnología. Así, por ejemplo, la WGS se podría utilizar para determinar con 
precisión subtipos de E. coli que se basan en la variación alélica o diferencias en el contenido 
de genes, tales como el serotipado y patotipado. La WGS también proporciona información 
sobre los polimorfismos de un solo nucleótido en el genoma de E. coli, que forman la base de 
la tipificación de secuencias, y es más fiable que otros sistemas para el seguimiento de la 
evolución y propagación de cepas individuales. Combinada con metadatos clínicos, 
patológicos y epidemiológicos, la WGS permitirá también elucidar qué cepas dentro de un 






Figura 13. Técnica de secuenciación masiva (WGS). Fuente: 
https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/protocol-images.html#wgs 
 
El beneficio más prometedor y de mayor envergadura a nivel de seguridad alimentaria de 
este tipo de técnicas, consiste en la combinación de la información genómica de un patógeno 
de transmisión alimentaria, con su ubicación geográfica, y la aplicación de los principios de la 
biología evolutiva para determinar la relación de los agentes patógenos. Puesto que la 
información genómica de una especie patógena transmitida por los alimentos que se 
encuentran en un área geográfica determinada es diferente de la información genómica de la 
misma especie patógena que se encuentra en otra área, conocer las áreas geográficas a las que 
los patógenos están típicamente vinculados puede ser una herramienta muy poderosa en la 
búsqueda del origen de la contaminación de un producto alimentario. Esto supondría una 
reducción significativa tanto en costes económicos, como en la morbilidad y mortalidad de los 
brotes provocados por ECVT, ya que cuanto antes se produzca la identificación de la fuente de 
contaminación, más rápida será la retirada del mercado del producto 
(http://www.fda.gov/Food/FoodScienceReseach/WholeGenomeSequencingProgramWGS/). 
 
Cada día son más los estudios que utilizan esta técnica para la rápida identificación de 
brotes provocados por cepas de ECVT, poniendo de manifiesto su utilidad (Dallman et al. 
2015; Butcher et al. 2016). La WGS permite la identificación de casos con una especificidad y 
una sensibilidad sin precedentes que facilitará las investigaciones de salud pública específicas. 
Además con la secuenciación masiva se puede tener ahora un genoma bacteriano en menos 
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tiempo y a un coste mucho menor de lo que hasta ahora era posible (Lambert et al. 2015), por 
lo que esta técnica proporcionará una alternativa rápida y más barata a las técnicas de 
tipificación convencionales (Lindsey et al. 2016). 
 
 
1.6.6.4. Proteómica: MALDI-TOF 
 
La espectrometría de masas ha aportado un gran número de posibilidades en el campo de 
la proteómica. Los avances obtenidos en los últimos 10 años han sido sobresalientes y han 
permitido una adquisición y comparación de datos más rápida y fiable. 
 
La metodología MALDI-TOF es una técnica de ionización suave utilizada en 
espectrometría de masas. Se denomina MALDI por sus siglas en inglés Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization y TOF (Time-Of-Flight) por el detector de iones que se acopla al 
MALDI. MALDI-TOF permite el análisis de biomoléculas (biopolímeros como las proteínas, 
los péptidos y los azúcares) y moléculas orgánicas grandes (como los polímeros, los 
dendrímeros y otras macromoléculas) que tienden a hacerse frágiles y fragmentarse cuando 
son ionizadas por métodos más convencionales. 
 
MALDI-TOF MS proporcionó la capacidad de eliminar los métodos de extracción de 
proteínas previos a los análisis, permitiendo que los microorganismos intactos fueran 
simplemente colocados sobre una placa sólida y mezclados o superpuestos con un compuesto 
de matriz y cocristalizados, lo que facilita la disociación e ionización de proteínas bacterianas 
(Claydon et al. 1996; Holland et al. 1996). Debido al simple mecanismo de la preparación de la 
muestra, se convirtió en una alternativa atractiva a los métodos fenotípicos y genéticos de 
identificación de microorganismos (Figura 14). No obstante, los datos relativos a algunos 
grupos de microorganismos son todavía controvertidos (Zárate et al. 2014). 
 
Hoy en día, el análisis de rutina se realiza generalmente utilizando bases de datos que se 
comercializan con los sistemas MALDI-TOF MS. Dichas bases de datos espectrales son 
construidas y mantenidas por sus fabricantes, aunque se pueden ampliar añadiendo espectros 
que no se incluyen en las versiones comerciales. La capacidad de poder agregar espectros y 
construir bases de datos personalizadas es importante para un análisis discriminatorio 














Ha demostrado ser una herramienta versátil para un gran número de aplicaciones. Así, se 
identificaron y agruparon perfiles de MALDI-TOF MS de hongos bacterianos clínicos (Eigner 
et al. 2009) y micobacterianos (Oswald-Richter et al. 2012) o hongos entomopatógenos del 
suelo (Lopes et al. 2014) y levaduras ambientales (Agustini et al. 2014; Calderaro et al. 2014). 
El MALDI-TOF MS también se utilizó para la detección de cepas resistentes a la meticilina de 
Staphylococcus aureus (Sparbier et al. 2013). Por otro lado, Zárate et al. (2014) demostraron 
que esta metodología constituyó un recurso valioso para la identificación de bacterias 
anaerobias aisladas de muestras clínicas. También se utilizó para la identificación de aislados 
de E. coli en un estudio realizado por Rasmussen y colaboradores. (2015). Por otro lado, 
Lafolie et al. (2015) observaron que mediante la técnica de MALDI-TOF MS se podía obtener 
una rápida identificación del clon de E. coli ST131, lo que podría ayudar a dirigir las medidas 














En la presente Tesis Doctoral nos planteamos la caracterización de una amplia colección 
de cepas de Escherichia coli verotoxigénicas (ECVT) procedentes de diferentes fuentes de 
aislamiento (humano, bovino, ovino, caprino, silvestre y de alimentos) y distintos orígenes 
geográficos, obtenida entre los años 1980-2011, e incluyendo los serotipos más 
frecuentemente implicados en patología humana. Para ello se utilizaron las herramientas de 
tipado fenotípico y genotípico mediante PCR, MLST y PFGE. La mayoría de las cepas 
procedían de casos aislados y no se conocía que tuvieran vínculos epidemiológicos. 
 
Los objetivos específicos de este estudio fueron: 
 
1. Definir los grupos clonales de las cepas de ECVT pertenecientes a los serotipos 
más prevalentes en España. 
 
2. Determinar su potencial patógeno en base a marcadores genéticos de 
patogenicidad. 
 
3. Identificar qué reservorios pueden actuar como fuentes de transmisión de cepas 
ECVT potencialmente patógenas para los humanos. 
 
4. Definir la estructura poblacional de la colección en base al análisis de los eventos 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS
3.1. CONSERVACIÓN Y CEPAS CONTROL 
Las cepas de E. coli aisladas y caracterizadas en este estudio, al igual que todas las cepas 
control, se sembraron por picadura en agar nutritivo 0,75% p/v (11,5 g/l agar nutritivo y 4 g/l 
caldo nutritivo (Difco)) para su conservación a temperatura ambiente en tubos vacutainer 
estériles. En la Tabla 18 se listan las cepas control utilizadas en los ensayos. 
Tabla 18. Cepas control de referencia empleadas en este estudio 
CÓDIGO CEPA GENES/REGIONES DIANA 
ECVT / ECEP / FILOGRUPOS /OTROS 
EDL-933 vt1, vt2, eae, eae-γ1,O157 rfbE, fliCh7, E-hlyA, terD, terB 
O157-156 vt1, vt2, eae, eae-γ1,O157 rfbE, fliCh7, E-hlyA, terD, terB 
O157-157 vt1, vt2, eae, eae-γ1,O157 rfbE, fliCh7, E-hlyA, terD, terB 
O157-41 vt2, eae, eae-γ1,O157 rfbE, fliCh7, stcE, arpA, confirmación 
filogrupo E O157-1103 vt1, vt2, eae, eae-γ1,O157 rfbE, fliCh7, stcE, arpA, confirmación
filogrupo EIH2859f eae, bfpA 
FV174 eae, bfpA 
VTB-27 subAB (variante plasmídica), saa, arpA 
VTB-198 subAB (variante plasmídica), saa, arpA 
FV5208 subAB (variante cromosómica) 
FV5212 subAB (variante cromosómica) 
O26-1 katP, espP, iutA, E-hlyA 
O26-2 katP, espP, iutA, E-hlyA 
FV19459 Confirmación filogrupo C 
FV19460 Confirmación filogrupo C 
FV10041 chuA, yjaA, TSPE, cnf1, α-hlyA 








FV168 pCDV432, aaiC, aggR 
FV17952 aggR, aaiC 




VARIEDADES  VT 
FV15144 vt1a, vt2a, eae-γ1, E-hlyA 
FV15145 vt1c,vt2b 
FV15146 vt1d 
FV15147 vt1a, vt2a, E-hlyA 
FV15148 vt2b 
























































H9812 Salmonella Braenderup 
3.2. COLECCIÓN DE ESTUDIO 
En esta tesis doctoral se analizaron 820 cepas de ECVT seleccionadas de una colección de 
900, que habían sido previamente detectadas como vt positivas. El criterio de selección 
utilizado fue en base a sus serotipos, de manera que se incluyeron aquellos más 
frecuentemente identificados en clínica humana, además de otros minoritarios, pero de 
interés, identificados en cepas de diferentes fuentes. Todas las cepas del estudio fueron 
aisladas en España, entre los años 1980 y 2011. En la Tabla 19 se detalla su distribución por 
serotipo y origen de aislamiento. 
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Tabla 19. Distribución de las 820 cepas de ECVT del presente estudio por serotipo y origen de aislamiento 
 
Serotipo 







































































O5:HNM 3  4 6 1   1  15 
O8:H2  7        7 
O20:H19 1 9        10 
O26:[H11]/HNM 63 34 9  6 8  5  125 
O75:[H8] 1       2  3 
O76:H19 5  7 17    1  30 
O77:H41 2 8   2     12 
O91:[H14]/HNM/[H21] 5 6 21  1     33 
O98:[H21] 1       1  2 
O103:[H2] 4 5   2     11 
O104:H7/ H21  2 10       12 
O111:[H8] 7 2   2     11 
O113:H21 6 5   2     13 
O117:HNM   9       9 
O118:H16/HNM 8 4   1     13 
O121:H19 1       1  2 
O128:[H2] 4  22 5      31 
O145:[H28] 6    1   1  8 
O146:[H21]/[H28] 18 1 31 12 1 5  49 2 119 
O156:[H10]/[H25] 3 9 10       22 
O157:[H7] 143 78 22 3 16 22 1 4  289 
O166:H28 3 1 19 11 1 8    43 
Total cepas 284 171 164 54 36 43 1 65 2 820 
 
 
De las 820 cepas, 284 procedían de muestras clínicas humanas, 389 de rumiantes de 
producción (bovino, ovino, caprino), 65 de animales silvestres y 82 de alimentos (carne de 
vacuno, leche de oveja, leche de cabra y productos agrícolas). Las cepas de origen humano se 
aislaron de heces de pacientes en centros hospitalarios o asistenciales (en su mayoría 
implicadas en cuadros de tipo diarreico); las cepas de animales de producción se aislaron de 
las heces de portadores sanos y de animales con diarrea, bien en matadero o en las granjas; las 
cepas de animales silvestres se aislaron del contenido fecal de animales abatidos en cacerías 
autorizadas; por último, las cepas aisladas de alimentos procedían de muestreos realizados en 
puntos de venta al consumidor. 
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3.3. CULTIVO DIFERENCIAL Y BIOTIPADO
Para el cultivo de las cepas se utilizaron los siguientes medios: Tryptone soy agar (TSA) 
(Oxoid) como medio general y, como medios selectivos y diferenciales, agar MacConkey 
lactosa (MACL) (Oxoid), agar MacConkey sorbitol (MACS) (Oxoid) y agar MacConkey 
sorbitol con telurito y cefixima (MACSTC) (Oxoid). Los medios MACL y MACS permitieron 
diferenciar las cepas fermentadoras/no fermentadoras de lactosa y sorbitol, respectivamente. 
El medio MACL es selectivo y diferencial para el aislamiento de bacterias coliformes y 
gérmenes entéricos. En su composición se incluyen sales biliares y cristal violeta que inhiben 
el crecimiento de microorganismos gram positivos, lo que permite la selección y el 
aislamiento de bacterias gram negativas. En el medio de cultivo, las peptonas, aportan los 
nutrientes necesarios para el desarrollo bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono 
fermentable, la mezcla de sales biliares y el cristal violeta son los agentes selectivos que inhiben 
el desarrollo de gran parte de la flora gram positiva y por último, el agar es el agente 
solidificante. Según la capacidad de la cepa aislada para fermentar carbohidratos se producen 
colonias incoloras o de color de rosa a rojo. Debido a la fermentación de la lactosa, disminuye 
el pH alrededor de la colonia lo que provoca un viraje del color del indicador de pH (rojo 
neutro), la absorción en las colonias y la precipitación de las sales biliares. Sin embargo, los 
microorganismos no fermentadores de lactosa producen colonias incoloras. Se sembraron 
todas las cepas empleando una placa para cada una. La siembra se realizó en estría con el 
objetivo de, por un lado, observar la fermentación de la lactosa, y por otro, ver que la cepa no 
estaba contaminada con algún otro microorganismo. Las placas se incubaron a 37 C y las
lecturas se realizaron a las 24 horas. 
El ECVT O157 fermenta la lactosa, como la mayoría de las cepas de E. coli, pero a 
diferencia de éstas, no fermenta el sorbitol. Los medios de cultivo que contienen lactosa no 
permiten diferenciar entre estas cepas de E. coli, por este motivo se ha desarrollado el agar 
MACS, el cual es un medio de cultivo similar en su formulación al MACL excepto en que se 
ha reemplazado la cantidad de lactosa por igual cantidad de sorbitol, lográndose así un medio 
nutritivo, selectivo y diferencial en base a la fermentación del sorbitol. El agar MACS fue uno 
de los primeros medios en utilizarse para aislar estos microorganismos (Ewing y Edwards, 
1954; March y Ratman, 1986). En este medio, las peptonas proporcionan nitrógeno, el D-
sorbitol es un carbohidrato fermentable, las sales biliares y el cristal violeta son agentes 
selectivos que inhiben el crecimiento de organismos gram positivos y el rojo neutro es un 
indicador del pH. Los microorganismos fermentadores de sorbitol crecen observándose como 
colonias rosadas-rojizas ya que por fermentación del sorbitol disminuye el PH alrededor de la 
colonia, esto produce un viraje del color del indicador de PH (rojo neutro), la absorción en las 
colonias y la precipitación de las sales biliares. De esta manera, como el ECVT O157 no 
fermenta el sorbitol va a dar lugar a colonias transparentes mientras que la mayoría de las 
cepas de E. coli, como son capaces de fermentar el sorbitol, producen colonias rosadas-rojizas. 
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El ECVT O157 además, es capaz de crecer en presencia de telurito y de cefixima. 
Basándose en estas propiedades se desarrolló el medio MACSTC, idóneo para la detección de 
ECVT O157, ya que inhibe el desarrollo de la mayoría de microbiota contaminante, y por otro 
lado, diferenciando las cepas no fermentadoras de sorbitol. Tanto para el MACS, como para el 
MACSTC se ensayaron 10 cepas por placa. Las placas se incubaron a 37 C y las lecturas se 
realizaron a las 24 horas. 
 
Todas las cepas se analizaron para la producción de la β-glucuronidasa utilizando el 
medio Chromocult (Merk). Se trata de un medio selectivo para la identificación simultánea de 
coliformes totales y E. coli en base a la combinación de 2 sustratos cromógenos. El sustrato 
Salmon-GAL es escindido por la β-galactosidasa característico de coliformes y provoca una 
coloración roja de las colonias. La identificación de la β-glucuronidasa característica de E. coli 
tiene lugar mediante el sustrato X-glucurónido, cuyo producto de escisión produce una 
coloración azul de las colonias. Puesto que la mayoría de las cepas de E. coli (con la excepción 
de, principalmente, las cepas ECVT O157) escinde los 2 sustratos presentes en este medio 
(Salmon-GAL y X-glucurónido), las colonias se tiñen de violeta-azul oscuro, siendo fáciles de 
diferenciar de los restantes coliformes y del ECVT O157 que se presentan de color rojo. Se 
ensayaron 10 cepas por placa y se incubaron a 37 C. Las lecturas se realizaron a las 24 horas. 
 
Además, la colección de cepas del serogrupo O26 se analizó para la fermentación de los 
azúcares dulcitol y L-ramnosa (Sigma Ltd.), utilizando el medio agar base con rojo fenol 
(Bacto phenol red agar base, Oxoid) suplementado con 1% (p/v) del carbohidrato 
correspondiente. El objetivo de analizar la fermentación de los citados azúcares era 
comprobar si entre las cepas O26 de nuestra colección también estaban presentes los 2 
biotipos detectados en otros estudios (Leomil et al., 2005; Miko et al., 2010), en los que se 
ponía de manifiesto la importancia de la fermentación de los azúcares dulcitol y L-ramnosa en 
las cepas de E. coli del serogupo O26. En este caso también se ensayaron 10 cepas por placa, 
sembradas por picadura, e incubadas a 37 C. Se realizaron lecturas a las 24 y 48 horas. 
 
Por otro lado, la colección de cepas del serogrupo O5 se analizó para la producción de la 
ureasa utilizando el medio Urea (Merk). Es un medio para la detección de microorganismos 
que son capaces de metabolizar la urea como única fuente de nitrógeno. En tal caso la ureasa 
bacteriana utiliza el sustrato urea. Al que libera amoniaco y se alcaliniza el medio. El objetivo 
de analizar la producción de la ureasa era identificar si entre las cepas O5 de nuestra colección 
estaban presentes productoras de ureasa, al igual que las descritas en estudios previos 
(Mercado et al. 2004; McLean et al. 2005). Cada cepa se inoculó en un tubo que contenía 2 ml 










La determinación del antígeno O y H de las cepas mediante serotipado se llevó a cabo 
siguiendo la metodología originalmente descrita por Guinée et al. (1981). 
 
 3.4.1 Determinación del antígeno O 
 
La determinación del antígeno O se realizó mediante la técnica de microaglutinación. 
Para ello se emplearon los 173 antisueros O capaces de reaccionar específicamente con los 
antígenos O1 a O181 de E. coli. Estos antisueros se obtienen en el LREC mediante 
inmunización de conejos con las cepas de referencia correspondientes. Los sueros extraídos de 
los animales se adsorben para eliminar reacciones cruzadas. Además de los antisueros O 
monovalentes, se dispone de 24 antisueros O polivalentes (A–X) formados por 6 o 7 de los 
antisueros monovalentes, en los que la dilución final de los antisueros individuales en el 
polivalente coincide con la dilución de ensayo (1/40 o 1/80). 
 
PREPARACIÓN DE LAS SUSPENSIONES BACTERIANAS 
 
 Cultivar las cepas problema en TSA e incubar (37 °C/18 h). 
 Suspender el crecimiento que hemos obtenido en TSA en 2 ml de solución salina 
(0,85% ClNa, p/v) y ajustar la concentración bacteriana (1,8 x 109 bacterias/ml) por 
comparación con el tubo número 6 de la escala McFarland. 
 Calentar las suspensiones a 100 °C/1 h en un baño de agua, para destruir el antígeno K 
en el caso de que la cepa posea cápsula y desenmascarar el antígeno O. 
 Una vez enfriadas las suspensiones, añadir a cada tubo 2 ml de solución salina 
formalinizada (0,5%, v/v) con violeta de genciana (0,005%, p/v). Conservar las 
suspensiones bacterianas a 4 °C durante un máximo de 1 semana. 
 
DETERMINACIÓN PRESUNTIVA DEL SEROGRUPO O 
 
 Enfrentar las suspensiones calentadas a 100 C/1 h con los 24 antisueros polivalentes y 
las tratadas a 121 C/2,5 h con los antisueros monovalentes O8, O9, O20 y O101 a la 
dilución de ensayo. Para ello, añadir a 50 l de cada antisuero 50 l de la suspensión 
bacteriana calentada, formalinizada y teñida. Tapar la placa e incubar (37 C/18 h). 
 Si la cepa bacteriana da aglutinación con alguno de los antisueros polivalentes 
empleados, se realiza a continuación el mismo proceso con los antisueros O 
monovalentes incluidos en el suero polivalente correspondiente. Realizar la 
confirmación del serogrupo O con las cepas que hayan sido aglutinadas por uno o más 
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antisueros O monovalentes. Si la cepa es negativa con todos los antisueros se considera 
no tipable (ONT). 
 En los pocillos positivos, la aglutinación provoca la formación de una película que 
impide la sedimentación de las bacterias. En los pocillos negativos, las bacterias 
sedimentan dando lugar a la formación de unos acúmulos de bacterias que se 




Figura 15. A) Detarminación presuntiva del antígeno O (serogrupo). 
B) Titulación para la confirmación. Fuente: López, 2004 
 
 
CONFIRMACIÓN DEL SEROGRUPO O 
 
La determinación del antígeno O se completa con la confirmación del antígeno mediante 
titulación, según se describe a continuación: 
 
 Colocar 50 l de solución salina en todos los pocillos de cada fila, excepto en el nº1. 
 Añadir a los pocillos nº 1 y nº 2 de cada fila 50 l de la dilución de ensayo del antisuero 
O correspondiente. Hacer diluciones seriadas (1:2), transfiriendo 50 l de la mezcla del 
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pocillo nº 2 al nº 3, mezclando y repitiendo la operación hasta llegar al pocillo nº 10. 
Utilizar los pocillos 11 y 12 como controles negativos, desechando los 50 l que sobran 
después de mezclar en el pocillo nº 10. 
 Añadir 50 l de la suspensión bacteriana calentada, formalinizada y teñida a los 12 
pocillos de cada fila, empezando por el nº 12 y avanzando hasta el nº 1. Tapar las 
placas e incubar (37 C/18 h) y realizar la lectura de los resultados determinando los 
títulos. 
El título será la máxima dilución del antisuero O que impide la sedimentación de las 
bacterias (Figura 15). 
 
 3.4.2 Determinación del antígeno H 
 
La determinación del antígeno H de las cepas se llevó a cabo mediante la técnica de 
aglutinación en tubo. Para ello se emplearon 53 antisueros (H1 a H56). Estos antisueros se 
obtienen en el LREC mediante inmunización de conejos con las cepas de referencia 
correspondientes. Los sueros extraídos de los animales se adsorben para eliminar reacciones 
cruzadas. Además de los antisueros H monovalentes, se dispone de 9 antisueros H 
polivalentes formados por 5 o 6 de los antisueros monovalentes, en los que la dilución final de 
los antisueros individuales en el polivalente coincide con la dilución de ensayo (1/200). 
 
El procedimiento es el siguiente: 
 
 Cultivar las cepas problema en TSA e incubar (37 °C/18 h). 
 Dar a las cepas 3 pases consecutivos (37 C/48 h) en tubos en forma de "U" con 5 ml de 
medio para movilidad (medio semisólido MIL, Difco), con objeto de potenciar la 
expresión de los flagelos. Para ello se siembra por picadura uno de los extremos del 
tubo. Si la cepa es móvil y ha alcanzado el extremo opuesto del tubo en “U”, continuar 
el protocolo en el siguiente punto; si la cepa no ha alcanzado el extremo opuesto o no 
ha expresado movilidad, continuar dando pases hasta completar los 6. Si completados 
los 6 pases, la cepa continúa siendo inmóvil, se considerará cepa no móvil (HNM). 
 Del tubo en “U”, recoger crecimiento bacteriano del extremo opuesto al sembrado 
inicialmente y transferir a 7 ml de infusión de cerebro-corazón (Difco) e incubar (37 
C/6-8 h/80 rpm). 
 Añadir a los cultivos obtenidos, 7 ml de solución salina (0,85%, p/v) formalinizada 
(0,5%, v/v) y dejar los tubos a temperatura ambiente una noche. La turbidez de los 
tubos tratados con solución salina formalinizada debe ser comparable a la del tubo nº 2 
de la escala de McFarland (6,0x108  bacterias/ml). 
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 Utilizar 10 tubos de vidrio tipo Kahn para cada cepa problema. Dispensar 500 μl de 
cada uno de los 9 antisueros H polivalentes diluidos a 1/200 en los 9 primeros tubos, y 
500 μl de solución salina (0,85%, p/v) en el décimo tubo que servirá como control 
negativo. A continuación, añadir 500 µl de la suspensión bacteriana formalinizada 
obtenida en el apartado anterior, e incubar en baño de agua (45 C/2 h). 
 Realizar la lectura de los resultados. La aglutinación se traduce en la formación de una 
película en el fondo del tubo, con el sobrenadante transparente. En los cultivos 
negativos para el polivalente con el que se ha enfrentado, la falta de aglutinación 
supone que el sobrenadante continua turbio con una turbidez equivalente al tubo de 
control negativo (Figura 16). Si no hay aglutinación con ninguno de los antisueros 
polivalentes, se considera que tiene un antígeno H no tipable (HNT). 
 Si hay reacción positiva con alguno de los antisueros polivalentes, enfrentar la 
suspensión bacteriana con los antisueros monovalentes incluidos en el mismo. Para 
ello, dispensar 500 μl de cada antisuero H monovalente en tubos tipo Kahn y a 
continuación, añadir 500 μl de la suspensión bacteriana problema a cada uno de ellos e 
incubar en baño de agua (45ºC/2h). El tubo en el que se observe una reacción 
aglutinante nos indicará el antígeno H de la cepa problema. 
 
 
Figura 16. Determinación del antígeno H: A) aglutinación (reacción 
positiva); B) Control negativo. Fuente: Herrera, 2015 
 
A B 
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3.4.3 Asignación de seropatotipo 
La asignación de seropatotipo se realizó en base a la clasificación establecida por Karmali 
y colaboradores (2003), a los datos epidemiológicos de estudios previos (Girardeau et al. 2005; 
Hussein, 2007; Coombes et al. 2008) y a la información obtenida de la propia colección de 
ECVT del LREC. 
3.5. FAGOTIPADO 
El fagotipado de las cepas de ECVT O157 fue realizado en el Centro Nacional de 
Microbiología del Instituto Carlos III de Madrid, utilizando el esquema desarrollado en 
Canadá por Ahmed y colaboradores (1987). Dicho esquema utiliza 16 fagos, e identifica del 
orden de 90 fagotipos (Khakhria et al. 1990). El fagotipado es muy útil en estudios 
epidemiológicos, aunque la mayoría de las cepas se clasifican dentro de un pequeño número 
de fagotipos, por lo que se hace necesario emplear otras técnicas de epidemiología molecular. 
El esquema de fagotipado no se utiliza de forma general para otros serogrupos de ECVT 
diferentes de O157, pero puede servir para mostrar si otros serotipos presentan un patrón de 
lisis común (Strockbine et al. 1988). 
Brevemente, el protocolo del fagotipado consiste en: 
 Siembra de las cepas en un agar nutritivo. Incubación (18-24 h/37 °C).
 Siembra de un tubo de caldo nutriente con ClNa 0,8% por cada cepa. Incubación en
estufa o baño en agitación durante aproximadamente 1h 30 min, o hasta que se alcance
una turbidez visible.
 Siembra por inundación de una placa de agar con ClNa al 0,8% por cada cepa que se
estudie. Retirar el exceso de sobrenadante. Dejar secar la placa a Tª ambiente.
 Aplicación de los fagos a la dilución de uso siguiendo un orden determinado. Esperar a
que se sequen las gotas. Incubación en estufa (18-24 h/37 °C).
 Leer las lisis obtenidas y comparar los resultados con el esquema establecido,
asignando el fagotipo correspondiente.
3.6. CARACTERIZACIÓN GENOTÍPICA MEDIANTE PCR Y SECUENCIACIÓN 
Mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), se realizó la caracterización de los 
genes de virulencia de las cepas, la determinación de los grupos filogenéticos, así como la 
determinación de aquellos antígenos H que no se podían resolver mediante serotipado por ser 
cepas no móviles, o por dar reacciones cruzadas. Para ello se utilizaron primers (cebadores) 
CECILIA LÓPEZ CAPÓN
92 
específicos (Tabla 20 a Tabla 24). En todas las reacciones de PCR se incluyeron cepas control 
de los genes diana (Tabla 18). 
En relación a los perfiles de virulencia, las 820 cepas del estudio se analizaron para los 
genes vt1, vt2, eae, E-hlyA, katP, espP, subAB e iutA (iucD en el caso del serotipo        
O157:H7/HNM). También se realizó el tipado de intiminas para todas las cepas eae positivas y 
el subtipado de verotoxinas para las cepas vt positivas, excepto en el caso del serotipo 
O157:H7/HNM, de las que se hizo una selección. 
A continuación, y en base a sus perfiles de PFGE y los resultados previos, se completó la 
caracterización en una selección de aproximadamente 500 cepas para los genes stcE y saa, así 
como otros genes de interés para serogrupos concretos. Específicamente, las cepas analizadas 
para todos estos genes fueron: 
 Las 15 cepas del serogrupo O5.
 Las 7 cepas del serogrupo O8.
 Las 10 cepas del serogrupo O20.
 Setenta y ocho de las 125 cepas del serogrupo O26. Adicionalmente, todas las cepas de
este serogrupo se analizaron para los genes bfp, hlyA, cnf (cnf1, cnf2 y cnf3).
 Las 3 cepas del serogrupo O75.
 Dieciocho de las 30 cepas del serogrupo O76.
 Las 12 cepas del serogrupo O77.
 Veintitrés de las 33 cepas del serogrupo O91 se analizaron para stcE y saa, y las 33 para
subAB.
 Las 2 cepas del serogrupo O98.
 Las 11 cepas del s erogrupo O103.
 Las 12 cepas del serogrupo O104.
 Seis de las 11 cepas del serogrupo O111.
 Diez de las 13 cepas del serogrupo O113.
 Cinco de las 9 cepas del serogrupo O117.
 Siete de las 13 cepas del serogrupo O118.
 Veintiun de las 31 cepas del serogrupo O128 se analizaron para stcE y saa, y las 31
cepas para subAB.
 Las 8 cepas del serogrupo O145.
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 Setenta y dos de las 119 cepas del serogrupo O146. 
 Las 22 cepas del serogrupo O156. 
 Ciento treinta y ocho de las 289 cepas del serogrupo O157. En el caso de este 
serogrupo se hizo una selección de 113 cepas para el subtipado de las verotoxinas. 
 Treinta y dos de las 43 cepas del serogrupo O166. 
 
 
EXTRACCIÓN DEL ADN 
 
 Sembrar la cepa problema en agar (TSA) e incubar (37 C/18 h). 
 Recoger con un asa estéril el crecimiento equivalente a 1 o 2 colonias y suspender en 
300 l de agua bidestilada estéril contenidos en un tubo eppendorf. 
 Calentar la suspensión 100 C/3-5 min. 
 Centrifugar la suspensión calentada (11.000 rpm/2 min). 
 Del sobrenadante se recogen 7 l para la prueba. 
 
MEZCLAS DE REACCIÓN 
 
La mezcla de reacción se prepara para un volumen final de 30 l. Contiene: 
 
 El ADN extraído de la muestra problema (7 l). 
 Los primers específicos (0,2-0,5 μM) 
 Buffer coloreado 5X My Taq™ Red Reaction Buffer (Bioline) (6 μl), que incluye: 
dNTPs, Tris HCl 10 mM (pH 8,8), Cl2Mg 1,5 mM, ClK 50 mM. 
 1 unidad de polimerasa (MyTaqTM DNA polymerase, BIOLINE) (0,2 μl). 




La amplificación se llevó a cabo en termocicladores (modelo 2720 Thermal Cycler, 
Applied Biosystems). Las mezclas de reacción fueron sometidas a: 
 
 Desnaturalización inicial (94 C/3 min).  
 Seguida de 35 ciclos de 94 C/1 min (desnaturalización), Tª de hibridación/40 s 
(acoplamiento de la polimerasa) y 72 °C/2 min (polimerización). 
 Polimerización final 72 °C/3 min. 
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REVELADO DE LOS RESULTADOS 
 
Los productos amplificados en las pruebas de PCR se visualizaron mediante electroforesis 
en gel de agarosa (Seakem® LE agarose, Lonza) al 2% en tampón TBE (89 mM Tris, 89 mM 
ácido bórico, 2,5 mM EDTA), cargando en cada pocillo 12 μl de muestra amplificada. En 
todos los casos se incluyeron cepas control positivas y negativas. Alternativamente, se incluyó 
un marcador de pesos moleculares, concretamente el ADN del bacteriófago øX174 cortado 
con HaeIII (fragmentos de 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118 y 72 pares de 
bases) (Promega). 
 
La electroforesis se realizó con fuentes y cubetas de electroforesis de Bio-Rad. El voltaje 
aplicado a los geles fue de 130 V durante 20-40 min, dependiendo del tamaño del gel. Los 
geles de agarosa se tiñeron en un baño con bromuro de etidio (10 g/ml) (Merck) y se 




En casos concretos, señalados en los apartados correspondientes, la caracterización y 
tipado de genes se realizó mediante secuenciación de fragmentos de ADN. Asimismo se llevó 
a cabo mediante secuenciación la determinación de las ST de las cepas. La secuenciación se 
llevó a cabo en la Unidad de Secuenciación y Análisis de Fragmentos de la RIAIDT en el 
Campus de Lugo (USC) mediante el método de Sanger. El equipo empleado para este fin fue 
un analizador genético ABI 3100 (Applied Biosystems) con los reactivos BigDye Terminador 
v3.1 cycle sequencing kit. 
 
 
 3.6.1. Genes de virulencia 
 
En la Tabla 20 y Tabla 21 se recogen los primers empleados para la detección y 
caracterización de genes asociados típicamente a los patotipos ECVT y ECEP, así como otros 
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497 55 Desmarchelier et al. 
1998 O157-AR CATTGGCATCGTGTGGACAG 
E-hlyA 
hlyA-1 GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG 




790 66 Este estudio 
Paton y Paton, 2002 SAADR ATGGACATGCCTGTGGCAAC 
subABa 
SubHCDF TATGGCTTCCCTCATTGC 








399 64 Bustamante et al. 
2011 stcE-Rv GAAGCCGGTGGAGGAACGGC 
katP 
wkat-B CTTCCTGTTCTGCTGATTCTTCTGG 












286 70 Taylor et al. 2002 
TerB2 TCGCAACGGCAATACCAACACG 
hlyA 
hly f AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 
1177 58 
Yamamoto et al. 
1995 hly r ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 
iutA 
iutA-F GGCTGGACATCATGGGAACTGG 
280 62 Johnson et al. 1997 
iutA-R CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 
iucD 
Aer f TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT 
602 60 
Yamamoto et al. 
1995 Aer r AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG 
pCDV432 
pCVD432/start CTGGCGAAAGACTGTATCAT 
















176 48 Penteado et al. 
2002 STb-B GGATTACAACACAGTTCACAGCAGT 
bfp 
BFP-NF1 ATGGTTTCTAAAATCATGAATAAG 












468 50 Este estudio 
cnf3-f2 AAGGTGATACTTAGTCAGAC 
aUtilizando los primers de Paton y Paton (2005) detectamos la subtilasa codificada en el plásmido; b los primers diseñados 
por Funk et al. (2013) permiten detectar las variantes plasmídica y cromosómica. cPrimers utilizados tanto para la detección 
como para secuenciar el gen terD; estos primers se utilizaron para la secuenciación del gen terD en aquellos casos en los 
que la amplificación de PCR resultaba dudosa para dicho gen 
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Tabla 21. Primers utilizados para la tipificación del antígeno H 
 


































549-556 58 Mora et al. 2012a 
H21-R CGTAAGTGAACCATCCGCAG  
fliCH25 
H25-F ATGAAATTGACCGCGTATCC 










CCGAATTCTTAACCCTGCAGTAGAGACA 1771 50 Gannon et al. 1997a 
Los antígenos H determinados mediante PCR se identifican en corchetes [ ] 
aPrimers utilizados para la secuenciación del antígeno H 
 
 
 3.6.2. Tipado de verotoxinas 
 
Para el tipado y subtipado de las verotoxinas se utilizó el protocolo y la nomenclatura 
estandarizada propuesta por Scheutz et al. (2012). Este protocolo permite mediante PCR la 
identificación de 3 subtipos de vt1 (vt1a, vt1c y vt1d) y 7 subtipos vt2 (vt2a, vt2b, vt2c, vt2d, 









Secuencia nucleotídica (5′–3′) Posición Tamaño (pb) Comentarios 
vt y vt1     
Secuenciación 
    
stx1-seq-F1 ATGTCATTCGCTCTGCAATAGGTAC 119–143 
1.020  
stx1-seq-R1 GAAGAAGAGACTGAAGATTCCATCTG 1.113–1.138  
Detección     
stx1-det-F1 GTACGGGGATGCAGATAAATCGC 440–462 
209  
stx1-det-R1 AGCAGTCATTACATAAGAACGYCCACT 622–648 
 






Secuencia nucleotídica (5′–3′) Posición Tamaño (pb) Comentarios 
Subtipado 
    
stx1a-F1 CCTTTCCAGGTACAACAGCGGTT 362–384 
478  
 
Los 6 primers 
pueden ser 
utilizados en una 
PCR triple para el 
subtipado de la 
verotoxina VT1 
stx1a-R2 GGAAACTCATCAGATGCCATTCTGG 815–839 
stx1c-F1 CCTTTCCTGGTACAACTGCGGTT 362–384 
252 
stx1c-R1 CAAGTGTTGTACGAAATCCCCTCTGA 588–613 
stx1d-F1 CAGTTAATGCGATTGCTAAGGAGTTTACC 50–78 
203 
stx1d-R2 CTCTTCCTCTGGTTCTAACCCCATGATA 225–252 
vt2     
Secuenciación 
y detección     
F4 GGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGT 606–629 627 Para la detección se 
pueden utilizar los 4 
primers en una 
reacción; para la 
secuenciación, 
utilizar F4 y R1 para 
todos los subtipos 
excepto vt2e y vt2f, 
que son 
secuenciados con 
F4-f y R1-e/f 
R1 ATTAAACTGCACTTCAGCAAATCC 1.209–1.232 
 
F4-f CGCTGTCTGAGGCATCTCCGCT 606–629 625 
R1-e/f TAAACTTCACCTGGGCAAAGCC 1.209–1.230  
    
Subtipado     
stx2a-F2 GCGATACTGRGBACTGTGGCC 754–774   
stx2a-R3 CCGKCAACCTTCACTGTAAATGTG 1.079–1.102 349 
 
stx2a-R2 GCCACCTTCACTGTGAATGTG 1.079–1.100 347 
 
stx2b-F1 AAATATGAAGAAGATATTTGTAGCGGC 968–994 
251  
stx2b-R1 CAGCAAATCCTGAACCTGACG 1.198–1.218 
 
stx2c-F1 GAAAGTCACAGTTTTTATATACAACGGGTA 926–955 177 
 
stx2c-R2 CCGGCCACYTTTACTGTGAATGTA 1.079–1.102   
stx2d-F1 AAARTCACAGTCTTTATATACAACGGGTG 927–955 
  
stx2d-R1 TTYCCGGCCACTTTTACTGTG 1.085–1.105 179 
 
stx2d-O55-R TCAACCGAGCACTTTGCAGTAG 1.140–1.161 235 
 
stx2d-R2 GCCTGATGCACAGGTACTGGAC 1.184–1.206 280 
 
stx2e-F1 CGGAGTATCGGGGAGAGGC 695–713 
411  
stx2e-R2 CTTCCTGACACCTTCACAGTAAAGGT 1.080–1.105 
 
stx2f-F1 TGGGCGTCATTCACTGGTTG 451–475 
424  
stx2f-R1 TAATGGCCGCCCTGTCTCC 856–874 
 
stx2g-F1 CACCGGGTAGTTATATTTCTGTGGATATC 203–231 
573  
stx2g-R1 GATGGCAATTCAGAATAACCGCT 771–793 
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 Las condiciones de PCR serían las siguientes: 
 
 Inoculación de una única colonia en caldo TSB e incubación 18-24h/37 °C. 
 Traspaso de 100 µl de caldo a un tubo eppendorf. Se añaden 900 µl de H2O estéril y se 
colocan en un bloque de calentamiento a 100°C durante 15 min. Posteriormente se 
centrifugan a 18.000 xg durante 5 min. 
 Traspaso a un tubo eppendorf nuevo. El sobrenadante se utiliza directamente para la 
PCR y el restante se almacena a -18 °C para análisis posteriores. 
 La PCR se prepara para un volumen total de 20µl que contiene: 2,5 µl H2O, 10 µl del 
Kit HotStarTaq Master Mix (Qiagen), 1,25 µl de cada uno de los 2 cebadores (la 
solución madre de los cebadores a 5 µM) y 5 µl del sobrenadante. 
 Si se utilizan 3 cebadores (vt2a), el volumen de H2O se reduce a 1,25 µl; si se utilizan 4 
(vt2d o para la detección de todas las variantes de vt2), no se añade H2O. 
 Las condiciones del termociclador fueron: 95 °C durante 15 min seguido de 35 ciclos 
de 94 °C durante 50 s, 56 °C para la secuenciación y detección, y 64-66 °C para la 
subtipificación durante 40 s y 72 °C durante 60 s, terminando con 72 °C durante 3 
min. 
 Los productos de PCR se almacenan a 4 °C. 
 La PCR triple para la subtipificación de vt1 se prepara para un volumen total de 25 µl 
que contiene: 12 µl de Mastermix (HotStarTaq, Qiagen), 1 µl de cada uno de los 4 
cebadores para vt1c y vt1d (solución madre de los cebadores a 5 µM), 2 µl de cada uno 
de los 2 cebadores para vt1a (solución madre de cebadores a 5 µM) y 5 µl del 
sobrenadante de la muestra. 
 En el caso de la variante VT2d, los 3 primers reverso en la misma reacción provocará 
la aparición de amplicones de 179 pb en 9 variantes de vt2d, 235 pb en la variante 
vt2d-O55-5905, 280 pb en 5 variantes de vt2d, y finalmente 2 amplicones de 179 pb y 
280 pb en la variante vt2d -O73-C165-02. 
 
 3.6.3. Tipado de intiminas 
 
Para el tipado de intiminas se utilizó el protocolo desarrollado en el LREC (Blanco et al. 
2006a,b). Este protocolo permite mediante PCR y secuenciación la identificación de los tipos y 
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AF022236 Mora et al. 2011 








AF022236 Blanco et al. 2004 






AF530555 Blanco et al. 2004 
























ATATGTCATCCGATTAAT 669 50 
1891-1913 









AJ876654 Este estudio 
eae-1 EAE-FB EAE-C1 
AAAACCGCGGAGATGACTTC 
AGAACGCTGCTCACTAGATGTC 804 60 
1909-1928 










AF025311 Blanco et al. 2006b 













378 58 2230-2248 
2590-2607 














951 50 1720-1737 
2650-2670 
AJ876651 Este estudio 
eae- Z1 Z2 
GGTAAGCCGTTATCTGCC 
ATAGCAAGTGGGGTGAAG 
206 62 2062-2079 
2250-2267 







702 60 1909-1928 
2592-2610 





410 62 1074-1095 
1467-1483 





410 52 1074-1095 
1467-1483 





651 55 1909-1928 
2538-2559 





936 58 1850-1870 
2763-2785 
AF530553 Blanco et al. 2006b 
eae- 68.4F 68.4R 
ATGTAACGTTTTTAACAACTGC 
TACAACCTTAATAACAGCCTC 
389 55 2084-2105 
2452-2472 
AJ715409 Este estudio 
eae-B EAE-FN MICRA2 
CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAAAC 
TGTGAGGATGGCAGAGAGCC 
710 52 1891-1913 
2581-2600 
AJ705049 Este estudio 
eae-B IH1229aF IH1229aR 
CACAGCTTACAATTGATAACA 
CTCACTATAAGTCATACGACT 
311 60 2255-2275 
2545-2565 





739 64 1891-1913 
2604-2629 
















479 55 2100-2118 
2561-2578 














649 52 2125-2144 
2756-2773 










CCAGACGAATATATACATATTC 1181 55   Alonso et al. 2017 
aPrimers universales empleados para amplificar la región conservada 5´común a todos los alelos del gen eae, por lo que 
permiten detectar todas las variedades. bDebido a que las secuencias nucleotídicas de las variedades (γ2 y θ) y (δ y κ ) son 
casi idénticas (99% y 98% homología en la región variable, respectivamente), es necesario realizar su diferenciación mediante 
secuenciación. CPrimers específicos de la región 3´variable de gen eae. 
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 3.6.4. Determinación de grupos filogenéticos  
 
 Actualmente están reconocidos 8 filogrupos de E. coli, 7 pertenecientes a E. coli sensu 
stricto (A, B1, B2, C, D, E, F) y uno correspondiente a Escherichia clade I (Luo et al. 2011; 
Clermont et al. 2013). La asignación de filogrupos se llevó a cabo mediante PCR siguiendo el 
método descrito por Clermont et al. (2000; 2013) (Tabla 24). El procedimiento se basa en la 













































Tabla 25. Asignación de grupo filogenético en base a los resultados de PCR  
Grupo 
filogenético 
chuA yjaA TSPE4.C2 arpA trpA-C arpA-E 
A - - - + - - 
A - + - + - - 
B1 - - + + - - 
B2 + + + / - - - - 
B2 + - + - - - 
C - + - + + - 
D + - + / - + - - 
E + - + / - + - + 
E + + - + - + 
F + - - - - - 
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3.7. MULTILOCUS SEQUENCE TYPING (MLST) 
 
La técnica de tipado de secuencias multilocus (MLST) se ha revelado como una 
herramienta de tipado filogenético fundamental, tanto para estudios de evolución como 
epidemiológicos globales. Esta técnica utiliza las secuencias de fragmentos internos 
amplificados por PCR de genes altamente conservados que definen el perfil alélico o secuencia 
tipo (ST) para cada cepa. Siguiendo el esquema de MLST de Achtman (Wirth et al. 2006) se 
utilizaron los primers especificados en la Tabla 26 para los genes adk, fumC, gyrB, icd, mdh, 
purA y recA. 
 
 




















































Las secuencias obtenidas se editaron y revisaron utilizando el programa BioEdit 
(Carlsbad, CA), version 7.0.1. Se igualaron los tamaños de fragmento mediante comparación 
con los templados alélicos de la cepa de E. coli MG1655 proporcionados por la página web 
(http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli), obteniéndose a través de la base de datos de dicho 
portal, las combinaciones alélicas de los 7 genes y las secuencias tipo correspondientes. 
Aquellas secuencias nucleotídicas o combinaciones alélicas nuevas que no figuraban en la base 
de datos, se remitieron al responsable de la misma para que le asignara una nueva 
identificación alélica, o ST, respectivamente. También se obtuvieron las asignaciones a los 
complejos ST (ST Cplx), que de acuerdo con la modificación de la base MLST (17.05.2007) 
son grupos de al menos 3 ST que comparten 6 alelos en las comparaciones por pares (pair-
wise comparisons). 
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3.8. ANÁLISIS FILOGENÉTICO MEDIANTE EL ALGORITMO NEIGHBOR-JOINING 
 
Para analizar las relaciones evolutivas entre las cepas y la consistencia de las asignaciones 
de filogrupo obtenidas mediante PCR, construimos un árbol filogenético basado en las 
secuencias concatenadas de los 7 genes del esquema de MLST de Achtman mediante el 
programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versión 6.0, utilizando el 
algoritmo de Neighbor-Joining (Saitou y Nei 1987). 
 
3.9. ANÁLISIS FILOGENÉTICO MEDIANTE EL ALGORITMO EBURST 
 
El algoritmo BURST (based upon related sequence types = basada en tipos de secuencias 
relacionadas) se centra en la identificación de grupos de cepas estrechamente relacionadas 
dentro de una población bacteriana, para las que se presupone un ancestro común reciente 
(complejo clonal), y en conocer cómo emergieron y se diversificaron (Feil et al. 2004). 
 
Por tanto, este algoritmo permite generar grupos que reflejan las relaciones entre las ST 
de una población, y compararlos con una base de datos MLST; predice el genotipo fundador 
(ancestro) para cada complejo clonal; y calcula el valor bootstrap para cada asignación (Spratt 
et al. 2004). 
 
En el presente estudio analizamos mediante el algoritmo eBURST V3 
(http://www.eburst.mlst.net/) los resultados de MLST obtenidos para nuestras cepas, junto 
con la base completa MLST de E. coli obtenida a través de la página web 
http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli/GetTableInfo_html, que a fecha de marzo 2016 
incluía 4.910 ST y 56 complejos ST (ST Cplx). Para el análisis se aplicó el criterio más 
conservador, de manera que los datos de MLST fueron subdivididos en grupos no solapantes 
de ST relacionadas o Complejos Clonales (CC), compartiendo todos los miembros de un 
mismo grupo alelos idénticos en ≥6 de los 7 loci con al menos otro miembro del grupo. El 
genotipo fundador (ancestro) de cada CC quedó identificado como aquel dentro del grupo 
con el mayor número de variantes en un único locus = single locus variants (SLVs) 
relacionados. En algunos casos, un SLV del fundador primario puede diversificar para 
producir múltiples SLV y se identifica como un fundador de un subgrupo (Feil et al. 2004). 
 
3.10. PERFILES DE MACRORRESTRICCIÓN OBTENIDOS MEDIANTE PFGE 
 
Como se comentó en la introducción, la técnica de PFGE es una herramienta de 
subtipado molecular con un poder de discriminación superior a los métodos de ribotipado y 
MLST. Es un método de referencia para muchas redes/organizaciones mundiales (PulseNet, 
FoodNet, EU-RL VTEC) especialmente, en estudios epidemiológicos locales en los que 
interesa detectar cepas implicadas en brotes y sus fuentes de origen. Esta técnica se basa en el 
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análisis de perfiles de macrorrestricción obtenidos con enzimas de restricción (en nuestro caso 
utilizamos XbaI), que cortan de manera infrecuente el ADN cromosómico para generar 
grandes fragmentos de ADN (mayores de 40 kb), que no se podrían separar mediante 
electroforesis convencional, por lo que, para conseguirlo se alterna cíclicamente la orientación 











Para el análisis de los perfiles de macrorrestricción obtenidos con XbaI se utilizó el 
programa BioNumerics version 5.0. (Applied Maths, Sint-Martens-Latem) para generar 
dendrogramas mediante el método de UPGMA (unweighted pair group method using 
arithmetic averages) utilizando medias aritméticas, y aplicando el coeficiente de similitud Dice 
con un nivel de tolerancia en la posición de bandas del 1,0%. Mediante esta metodología, se 
consideró que las cepas comparadas estaban próximamente relacionadas (alto grado de 
similitud), y definían un cluster, si el valor del coeficiente Dice era ≥85%, en concordancia con 
el criterio definido por Tenover (≤6 bandas de diferencia) (Tenover, 1997). 
 
La técnica de PFGE se llevó a cabo en un equipo CHEF MAPPER (Bio-Rad) de acuerdo 
con el protocolo estandarizado de PulseNet (http://www.cdc.gov/pulsenet/PDF/ecoli-shigella-
salmonella-pfge-protocol-508c.pdf) con pequeñas modificaciones. Brevemente: 
 





 Suspensión en 2 ml de CSB (100 mM Tris: 100 mM EDTA; pH 8) de las cepas 
bacterianas crecidas en TSA 18-24 h a 37 °C, incluida la cepa control Salmonella 
Braenderup. 
 Medir absorbancia a 420 nm. 
 Preparar 400 μl de la suspensión a una concentración de 0,9 (ajustar con CSB). 
 Añadir a cada suspensión 20 μl de proteinasa K (de una concentración de 20 mg/ml). 
 Mezclar los 400 μl de la suspensión bacteriana anterior con 400 μl de agarosa al 1%, 
previamente atemperada a 55 °C (agarosa para bloques = 0,50 g de agarosa 
SeakemGold, 45 ml de buffer TE [10 mM Tris: 1 mM EDTA; pH 8], 5 ml de SDS 10%) 
y preparar los bloques (2 bloques por muestra). Dejar solidificar unos 15 min a 
temperatura ambiente o 5 min a 4 °C. 
 En tubos de 10 ml añadir 5 ml de buffer de lisis (50 mM Tris: 50 mM EDTA + 1% 
Sarkosyl; pH8) y 25 μl de proteinasa K (20 mg/ml). Depositar los bloques en los tubos 
correspondientes. 
 Incubar 3 h a 55 °C en agitación. 
 Retirar el buffer de lisis. Lavar con 5 ml de agua bidestilada previamente atemperada a 
50 °C, 20 min en agitación a 50 °C. 
 Realizar otro lavado con agua en las mismas condiciones. 
 Retirar el agua y realizar tres lavados con 5 ml de buffer TE (10 mM Tris: 1 mM 
EDTA; pH 8) previamente atemperado a 50 °C, cada lavado será de 20 min a 50 °C en 
agitación. 
 Retirar el TE y añadir 5 ml de TE fresco. Conservar así los bloques a 4 °C hasta el día 
siguiente. 
 
DIGESTIÓN DEL ADN 
 
Cortar una porción del bloque de agarosa del grosor de un porta e introducirlo en un 
tubo eppendorf. Se realiza en dos pasos: 
 
 Preincubación: termobloque a 37 °C, 15 min en 200 μl del buffer H 10X diluido en 
agua bidestilada. Pasado ese tiempo retiramos el buffer de preincubación y añadimos 
la enzima. 
 Incubación: termobloque a 37 °C, 180 min en 200 μl de la enzima XbaI (10 U/μl por 
muestra) diluida en buffer H. 





Una vez terminada la digestión, montar los cortes de bloque sobre los 15 dientes del peine 
para la electroforesis, incluyendo la cepa control Salmonella Braenderup en las positiciones 1, 
8 y 15. Preparar el gel con 150 ml de agarosa SeakemGold al 1% en TBE 0,5X. Atemperar la 
agarosa a 55 °C antes de añadirla al molde en el que se ha colocado el peine.  
 
Preparar 2 l de tampón TBE, de manera que las concentraciones 1X sean de 0,089 M de 
Tris base; 0,089 M de ácido bórico (pH 8,3) y 2 mM Na2EDTA (diluimos 200 ml de TBE 5x 
con 1.800 ml de agua destilada). Vertemos el tampón diluido en la cubeta de electroforesis y 
dejamos enfriar a 14 °C. Colocamos el gel y realizamos la electroforesis. 
 
Condiciones de electroforesis en el CHEF Mapper para E. coli: 
 
 Auto Algorithm 
 30 kb-low MW-600 kb-high MW 
 Pulso inicial: 2,16 s; Pulso final: 54,17 s; Tiempo de electroforesis: 21.30 h 
 
REVELADO DEL GEL 
 
Tinción del gel en agua destilada con 10 μl/ml de bromuro de etidio (de la solución stock 
10 mg/ml) durante 20-30 min en agitación. A continuación, eliminamos el baño y lavamos el 
gel al menos 1 h en agua destilada en agitación. La captura de imagen de los geles para su 
posterior tratamiento con el programa BioNumerics se realizó con el sistema de 
fotodocumentación GelDoc (BioRad) y el programa Quantity One 4.6.3. 
 
3.11. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Para determinar el grado de asociación estadística entre las variables en estudio, se aplicó 


















4. RESULTADOS Y DISCSIÓN 
En base a los datos reflejados en la literatura científica, y a los propios resultados del 
LREC (brevemente expuestos a continuación), se seleccionaron para el presente estudio 820 
cepas, en su mayoría vt positivas, aisladas de diferentes fuentes de aislamiento en España entre 
los años 1980 y 2011. El criterio de selección se estableció en base a sus serotipos, de manera 
que se incluyeron fundamentalmente aquellos más frecuentemente identificados en 
aislamientos clínicos humanos, con el objetivo general de la caracterización molecular y el 
análisis estructural de una colección representativa de cepas de ECVT, o EPEC 
filogenéticamente relacionadas. 
 
Las cepas de ECVT que causan infecciones en el hombre pertenecen a un amplísimo 
número de serotipos O:H, pero dentro de las no O157, son O26:H11, O26:HNM, O91:H21, 
O91:H14, O91:HNM, O103:H2, O103:H25, O111:H8, O113:H21, O117:H7, O118:H16, 
O121:H19, O128:H2, O128:HNM, O145:H28, O145:HNM y O146:H21 los serotipos que se 
detectan con mayor frecuencia a nivel mundial, y que junto con el O157, son los más 
habitualmente asociados a procesos clínicos graves en los seres humanos (Karmali, 1989; 
Johnson et al. 1996; Slutsker et al. 1997; Keskimäki et al. 1998; Beutin, 1999; Boerlin et al. 
1999; Banatvala et al. 2001; Blanco et al. 2001; Eklund et al. 2001; Kehl, 2002; Mora, 2002; 
Parck et al. 2002; Blanco et al. 2004; Mora et al. 2007a; Vally et al. 2012; Gould et al. 2013; 
Brandal et al. 2015; Fruth et al. 2015). 
 
Los serotipos que se identifican en España son similares a los de otros países. En nuestra 
área sanitaria, el LREC llevó a cabo un estudio entre los años 1992 a 2011, en colaboración con 
el Hospital Universitario Lucus Augusti (HULA) de Lugo, en el que se procesaron para ECVT 
13.962 coprocultivos de pacientes internos y externos de todas las edades, la mayoría con 
cuadros de gastroenteritis y diarrea. Sesenta y tres (0,5%) de los coprocultivos fueron positivos 
para el aislamiento de ECVT O157 y 251 (1,8%) para ECVT no O157. Entre los no O157, el 
serotipo O26:H11 fue el más prevalente (Blanco et al. 2004; Mora et al. 2011). Este serotipo es 
también uno de los más frecuentemente detectados entre las cepas de ECVT no O157 aisladas 
de casos clínicos humanos en Alemania (Beutin et al. 1994; Karch et al. 1997), Bélgica (Piérard 
et al. 1997a), Finlandia (Eklund et al. 2001), Canadá (Pai et al. 1988; Mackenzie et al. 1998) y 
EE.UU. (Fey et al. 2000; Parck et al. 2002). En otro estudio realizado por el LREC entre los 
años 2005 y 2011 con el Servicio de Microbiología del Complejo Hospitalario de Santiago de 
Compostela (CHUS), en el que se analizaron un total de 1.479 coprocultivos, en su mayoría 
asociados a diarrea sanguinolenta, se asociaron 13 (0,9%) casos con ECVT O157 y 16 (1,1%) 
con no O157. En dicho estudio, el serotipo O146:H21 fue el más frecuentemente determinado 
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entre los ECVT no O157, asociado a procesos diarreicos de carácter leve/moderado (Mora et 
al. 2011). 
 
Entre las cepas de ECVT aisladas del ganado bovino los serogrupos más frecuentes son 
O2, O4, O8, O20, O22, O26, O77, O91, O105, O113, O116, O157, O171, O174 y O177, y 
específicamente los serotipos O4:H4, O20:H19, O22:H8, O26:H11, O77:H41, O105:H18, 
O113:H21 y O157:H7 (Blanco et al. 1996; 2004c), algunos de los cuales (O20:H19, O26:H11, 
O113:H21 y O157:H7) se identifican comúnmente entre las cepas ECVT que causan 
infecciones en humanos. Johnson et al. (1996) en Canadá, Pradel et al. (2000) en Francia, 
Beutin et al. (1993) y Montenegro et al. (1990) en Alemania, Wells et al. (1991) en los EE.UU., 
y Parma et al. (2000) en Argentina también han encontrado que muchos ECVT aislados de 
bovino pertenecen a serotipos previamente asociados con enfermedades humanas. 
 
En cuanto al ganado ovino, los serotipos más frecuentemente detectados en las cepas de 
ECVT aisladas de estos animales en diferentes países son O5:HNM, O76:H19, O91:HNM, 
O117:HNM, O128:H2, O146:H8, O146:H21, O157:H7, O166:H28 (Beutin et al. 1993; Kudva 
et al. 1996, 1997; McCluskey et al. 1999; Blanco et al. 2001; Djordjevic et al. 2001). La mayoría 
de estos serotipos también han sido identificados en cepas que causan enfermedades en 
humanos (Beutin et al. 1993, 1997b; Kudva et al. 1997; McCluskey et al. 1999). Mientras que 
en el ganado caprino serían O5:HNM y O166:H28 los más frecuentes (Beutin et al. 1993; 
Blanco et al. 2003). 
 
Los animales silvestres también son portadores de cepas ECVT, y los serotipos más 
frecuentemente reportados son O5:HNM, O8:H10, O26:H11, O76:H19, O128:H2, O145:H28, 
O146:H21 y O157:H7 (Fukuyama et al. 1999; Sánchez et al. 2010a,b), con algunos de ellos 
también compartidos con los más habituales en patología en humanos (O26:H11, O145:H28 y 
O157:H7). En un estudio realizado por Mora et al. (2012a) encontraron que el 14% de los 
animales silvestres muestreados en Galicia portaba cepas de ECVT que compartían serotipo, 
filogrupo, tipo de intimina y subtipos vt con aislados clínicos humanos de la misma área 
geográfica y, concretamente, detectaron cepas de los serotipos O5:HNM, O26:[H11], 
O76:H19, O145:[H28], O146:H21 y O157:H7 con una similitud >85% en sus perfiles de 
macrorrestricción con cepas ECVT de origen humano. En dicho trabajo también se indicaba 
que el serotipo O146:H21, uno de los más prevalentes en casos de diarrea en pacientes del 
sistema sanitario de Galicia (Mora et al. 2011), y además identificado frecuentemente en cepas 
de ECVT aisladas en diferentes alimentos (carne picada, vegetales y productos lácteos) en el 
LREC, era asimismo el serotipo más frecuentemente determinado en las cepas ECVT aisladas 
de zorro, lobo o jabalí (Mora et al. 2011, 2012a; Herrera, 2015). 
 
En España también se aíslan de alimentos cepas de ECVT no O157 con mayor frecuencia 
que las O157. El estudio llevado a cabo en el LREC entre los años 1995-2003 (Mora et al. 
2007a) sobre 785 muestras de carne picada de vacuno, determinó que la mayoría de las cepas 
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ECVT aisladas (68%) pertenecían a serotipos previamente detectados en cepas ECVT de 
origen humano, y que el 38% de los serotipos (O5:HNM, O8:H21, O22:H8, O26:H11, 
O26:HNM, O76:H7, O91:HNM, O103:H2, O103:HNM, O111:HNM, O112:H2, O113:H21, 
O118:H16, O145:HNM, O157:H7, O174:H21, O174:HNM, ONT:H4, ONT:HNM) habían 
sido descritos en cepas aisladas de pacientes con SUH. 
 
4.1. CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA Y DETECCIÓN DE GENES TERB/TERD 
 
Genéricamente, el grupo de los ECVT O157 se caracteriza por su capacidad para crecer 
en presencia de telurito a unas concentraciones en las que otras cepas de E. coli no son capaces 
de crecer, y también por su incapacidad para fermentar el sorbitol (Zadik et al. 1993; Taylor et 
al. 2002; Orth et al. 2007). Ambas características se utilizaron para el desarrollo de medios 
como el MacConkey sorbitol con telurito y cefixima que ayudan a su identificación 
microbiológica (Onoue et al. 1999; Van Duynhoven et al. 2002). Otra característica de los 
ECVT O157 es que no producen β-glucuronidasa, lo que también facilita su diferenciación en 
relación al resto de ECVT no O157. Las 820 cepas del presente estudio se sembraron en los 
medios MACL, MACS, MACSTC y en Chromocult® (Merck) con objeto de conocer sus 
características fenotípicas; además, las 820 cepas se analizaron por PCR para la presencia de 
los genes terB/terD de resistencia al telurito (Tabla 27) y, en los casos en los que el resultado de 
la PCR no era claro, se confirmaba el resultado mediante secuenciación. 
 
El 100% de las cepas de ECVT O157 de este estudio resultaron sorbitol negativas, 
mientras que la mayoría de las cepas ECVT no O157 (509/531; 95,6%) eran fermentadoras del 
sorbitol. A pesar de que en 1988 se identificaron por primera vez en el sur de Alemania cepas 
de ECVT O157 capaces de fermentar el sorbitol, y posteriormente han emergido como 
importantes patógenos humanos en Europa (Ammon et al. 1999; Karch et al. 2001; Alpers et 
al. 2009; Werber et al. 2011), nosotros no las hemos identificado nunca en España. Además de 
las 289 cepas ECVT O157, las otras 22 cepas no fermentadoras de sorbitol identificadas en este 
estudio pertenecieron a los serotipos O26:[H11] (3 cepas), O75:[H8] (2 cepas), O104:H7 (4 
cepas), O128:[H2] (1 cepas), O146:[H21] (5 cepas) y O156:[H25] (7 cepas) (Tabla 27). 
 
En cuanto a la producción de la β-glucuronidasa, el 100% de las cepas de ECVT O157 
fueron negativas para la producción de esta enzima, frente a solo el 3% de las no O157. Por 
último, el 77% de las cepas analizadas (632/820) crecieron en presencia de telurito, y este 
resultado presentó una buena correlación con la detección de los genes terB/terD con pocas 
excepciones (13 cepas terB/terD negativas capaces de crecer en MACSTC y 8 cepas positivas 
genotípicamente, pero que no crecían en el medio). Constatamos que las cepas de los 
serotipos O26:[H11]/HNM, O75:[H8], O103:[H2], O104:H7/H21, O111:[H8], O117:HNM, 
O118:H16/HNM, O121:H19, O145:[H28], O146:[H21], O146:[H28] y O157:[H7] son 
típicamente resistentes al telurito (>90% de las cepas de dichos serotipos resultaron resistentes 
genotípica y fenotípicamente). Por el contrario, las cepas de los serotipos O8:H2, O76:H19, 
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O91:[H21], O128:[H2] y O156:[H10] son característicamente sensibles al telurito (>90% de las 
cepas de dichos serotipos resultaron negativas genotípica y fenotípicamente a la prueba) 
(Tabla 27). 
 
Tabla 27. Caracterización fenotípica de las 820 de ECVT analizadas en este estudio y detección 










IH28275/06A O5:HNM H + + + + 
IH39114/07F O5:HNM H + + + + 
CP144-6-28 O5:HNM CV + + + + 
Z-237 O5:HNM S (zorro) + + + + 
FV5246 O5:HNM C - - + + 
VTO-124 O5:HNM O - - + + 
FV5241 O5:HNM C - - + + 
VTO-35 O5:HNM O - - + + 
FV5244 O5:HNM C - - + + 
IH28962/07C O5:HNM H + + + + 
VTO-449 O5:HNM O - - + + 
FV5247 O5:HNM C - - + + 
FV5238 O5:HNM C - - + + 
VTO-78 O5:HNM O - - + + 
FV5249 O5:HNM C + + + + 
VTB-198 O8:H2 B - - + + 
VTB-27 O8:H2 B - - + + 
VTB-43 O8:H2 B - - + + 
VTB-45 O8:H2 B - - + + 
VTB-44 O8:H2 B - - + + 
VTB-20 O8:H2 B - - + + 
VTB-360 O8:H2 B - - + + 
VTH-61 O20:H19 H + + + + 
VTB-334 O20:H19 B - + + + 
VTB-51 O20:H19 B - + + + 
VTB-129 O20:H19 B - - + + 
VTB-183 O20:H19 B - - + + 
VTB-212 O20:H19 B - - + + 
VTB-252 O20:H19 B - - + + 
VTB-307 O20:H19 B - - + + 
VTB-364 O20:H19 B - - + + 
VTB-336 O20:H19 B - - + + 
026/1 O26:H11 L + + + + 
026/2 O26:H11 L + + + + 
026/3 O26:H11 L + + + + 
026/4 O26:H11 L + + + + 
026/5 O26:H11 L + + + + 











026/6 O26:H11 CV + + + - 
026/7 O26:H11 H + + + + 
026/8 O26:H11 H + + + + 
026/9 O26:H11 H + + + + 
026/10 O26:H11 H + + + + 
026/11 O26:H11 H + + + + 
026/12 O26:[H11] H + + + + 
026/13 O26:[H11] H + + + + 
026/14 O26:H11 H + + + + 
026/15 O26:H11 H + + + + 
026/16 O26:H11 B + + + + 
026/17 O26:H11 B + + + + 
026/18 O26:H11 B + + + + 
026/20 O26:H11 B + + + + 
026/21 O26:H11 B + + + + 
026/22 O26:H11 B* + + + + 
026/23 O26:H11 B* - - + + 
026/24 O26:H11 B* + + + + 
026/26 O26:H11 B* + + + + 
026/27 O26:H11 B* + + + + 
026/28 O26:H11 B* + + + - 
026/29 O26:H11 B* + + + + 
026/30 O26:H11 B + + + + 
026/33 O26:H11 B + + + + 
026/34 O26:H11 B + + + + 
026/35 O26:H11 B + + + + 
026/36 O26:H11 B + + + + 
026/37 O26:H11 B + + - + 
026/38 O26:H11 B + + + + 
026/39 O26:H11 B + + + + 
026/40 O26:H11 B + + - + 
026/41 O26:H11 CV + + + + 
026/43 O26:H11 H + + + + 
026/44 O26:H11 H - - + + 
026/45 O26:H11 H + + + + 
026/46 O26:H11 H + + + + 
026/47 O26:H11 H + + + + 
026/48 O26:H11 H + + + + 
026/49 O26:H11 H + + + + 
026/50 O26:H11 H + + + + 
026/51 O26:H11 H + + + + 
026/52 O26:H11 H + + + + 
026/53 O26:H11 H + + + + 











026/54 O26:[H11] H + + + + 
026/55 O26:H11 H + + + + 
026/56 O26:H11 H + + + + 
026/64 O26:H11 O - - + + 
026/68 O26:HNM H + + + - 
026/69 O26:H11 H + + + + 
026/70 O26:HNM H + + + - 
026/71 O26:HNM H + + + - 
026/72 O26:H11 H + + + + 
026/73 O26:[H11] H + + + + 
026/74 O26:H11 H + + + + 
O26/76 O26:[H11] H + + + + 
O26/78 O26:H11 H - - + + 
026/82 O26:H11 B + + + + 
026/84 O26:[H11] O + + + + 
026/85 O26:[H11] O + + + + 
026/86 O26:H11 O + + + + 
026/87 O26:[H11] O + + + + 
026/88 O26:H11 O + + + + 
026/89 O26:[H11] B + + + + 
026/90 O26:[H11] B + + + + 
026/91 O26:[H11] B + + + + 
026/92 O26:[H11] B + + + + 
026/93a O26:[H11] B + + + + 
026/96 O26:H11 L + + + + 
026/97 O26:[H11] L + + + + 
026/98 O26:[H11] L + + + + 
026/99 O26:[H11] B + + + + 
026/100 O26:[H11] B* + + + + 
026/101 O26:HNM B + + + + 
026/123a O26:[H11] O - - + + 
026/125a O26:H11 B* + + + + 
026/126 O26:[H11] B* + + + - 
026/128a O26:[H11] B* + + - + 
026/129a O26:[H11] B* + + + + 
026/130 O26:[H11] O* + + + + 
O26/131 O26:H11 H + + + + 
O26/132 O26:H11 H + + + + 
O26/145 O26:H11 H + + + + 
O26/146 O26:H11 H + + + + 
O26/147 O26:H11 H + + + + 
O26/148 O26:H11 H + + + - 
O26/149 O26:H11 H + + + + 











O26/150 O26:H11 CV + + + + 
O26/151 O26:H11 CV + + + + 
O26/152 O26:H11 CV + + + - 
O26/153 O26:H11 CV + + + + 
O26/155 O26:H11 H + + + + 
O26/156 O26:H11 H + + + + 
O26/159 O26:H11 H + + + + 
O26/160 O26:H11 H + + + + 
O26/161 O26:H11 H + + + + 
O26/163 O26:[H11] O* + + + + 
O26/164 O26:H11 H + + + + 
O26/165 O26:H11 H - + + + 
O26/166 O26:[H11] H + + + + 
O26/167 O26:H11 H + + + + 
O26/168 O26:H11 H + + + + 
O26/169 O26:H11 H + + + + 
O26/171 O26:H11 H + + + + 
O26/172 O26:H11 H + + + + 
O26/174 O26:H11 H + + + + 
O26/175 O26:H11 H + + + + 
O26/176 O26:H11 H + + + + 
O26/177 O26:[H11] H + + + + 
O26/178 O26:H11 H + + + + 
O26/180 O26:H11 H + + + + 
O26/182 O26:H11 H + + + + 
O26/183 O26:H11 H + + + + 
O26/184 O26:H11 H + + + + 
O26/185 O26:H11 H + + + + 
O26/186 O26:H11 H + + + + 
C-13a O26:H11 S (corzo) + + + + 
C-18a O26:H11 S (corzo) + + + + 
C-145a O26:H11 S (corzo) + + + + 
C-115a O26:H11 S (corzo) + + + + 
XA-70e O26:H11 S (jabalí) + + + + 
IH13541/08A O75:[H8] H + + - + 
C-47a O75:[H8] S (corzo) + + + + 
XA-33a O75:[H8] S (jabalí) + + - + 
IH59134/04A O76:H19 H - - + + 
IH59163/04A O76:H19 H - - + + 
VTH-80 O76:H19 H - - + + 
VTO-67-26 O76:H19 O - - + + 
VTO-141-45 O76:H19 O - - + + 
VTO-396-147 O76:H19 O - - + + 











VTO-315-119 O76:H19 O - + + + 
VTO-311-117 O76:H19 O - - + + 
VTO-300-112 O76:H19 O - - + + 
VTO238-84 O76:H19 O - - + + 
FV5185 O76:H19 C - - + + 
FV5189 O76:H19 C - - + + 
FV5200 O76:H19 C - - + + 
FV5202 O76:H19 C - - + + 
FV5211 O76:H19 C - - + + 
FV5240 O76:H19 C - - + + 
FV5242 O76:H19 C - - + + 
FV5250 O76:H19 C - - + + 
FV5257 O76:H19 C - - + + 
FV5260 O76:H19 C - - + + 
FV5264 O76:H19 C - - + + 
FV5269 O76:H19 C - - + + 
FV5272 O76:H19 C - - + + 
FV5277 O76:H19 C - - + + 
FV5288 O76:H19 C - + + + 
FV5289 O76:H19 C - - + + 
FV5297 O76:H19 C - - + + 
IH30135/06D O76:H19 H - - + + 
IH42935/07A O76:H19 H - - + + 
XA-22b O76:H19 S (jabalí) - - + + 
VTH-67 O77:H41 H - - + + 
VTH-95A2 O77:H41 H - - + + 
VTF-31B O77:H41 CV - - + + 
VTF-42 O77:H41 CV - - + + 
VTB-40 O77:H41 B - - + + 
VTB-215 O77:H41 B - - + + 
VTB-241 O77:H41 B - - + + 
VTB-237 O77:H41 B - + + + 
VTB-67 O77:H41 B + + + + 
VTB-121 O77:H41 B - - + + 
VTB-155 O77:H41 B + + + + 
VTB-269 O77:H41 B + + + + 
IH40824A O91:HNM H - - + + 
IH44249/04A O91:HNM H - - + + 
VTH-35 O91:HNM H - - + + 
VTH-26 O91:HNM H - - + + 
VTH-13 O91:[H21] H - - + + 
CP24-5A-03 O91:HNM CV - - + + 
VTB-274 O91:[H21] B - + + + 











VTB-131 O91:[H21] B - - + + 
VTB-18 O91:[H21] B - - + + 
VTB-81 O91:[H21] B - - + + 
VTB-157 O91:[H21] B - - + + 
VTB-201 O91:[H21] B - - + + 
VTO-28 O91:[H14] O - - + + 
VTO-77 O91:HNM O - - + + 
VTO-164 O91:HNM O - - + + 
VTO-180 O91:HNM O - - + + 
VTO-221 O91:HNM O - - + + 
VTO-355 O91:HNM O - - + + 
VTO-364 O91:HNM O - - + + 
VTO-298 O91:HNM O - - + + 
VTO-475 O91:HNM O - - + + 
VTO-434 O91:HNM O - - + + 
VTO-235 O91:HNM O - - + + 
VTO-448-156 O91:HNM O - - + + 
VTO-490-1-180 O91:HNM O - - + + 
VTO-91 O91:[H14] O - - + + 
FV1730 O91:HNM O - + + + 
FV1738 O91:HNM O - - + + 
FV1740 O91:HNM O - - + + 
FV1762 O91:HNM O - - + + 
FV1768 O91:HNM O - - + + 
FV1769 O91:HNM O - - + + 
VTO-491-182 O91:HNM O - - + + 
IH53316/04a O98:[H21] H - - + - 
Z-108a O98:[H21] S (zorro) + - + - 
IH10496/04A O103:[H2] H + + + + 
IH40139/05A O103:[H2] H + + + + 
IH49694/05A O103:[H2] H - - + + 
VTH-74 O103:[H2] H + + + + 
27-6A O103:[H2] CV + + + + 
VTF-6 O103:[H2] CV + + + + 
VTB-376 O103:[H2] B + + + + 
B40 O103:[H2] B* + + + + 
B31 O103:[H2] B* + + + + 
VTB-103 O103:[H2] B + + + + 
VTB-286 O103:[H2] B + + + + 
VTO-173 O104:H7 O + + + + 
VTO-183 O104:H7 O + + + + 
VTO-16 O104:H7 O + + - + 
VTO-17 O104:H7 O + + - + 











VTO-19 O104:H7 O + + - + 
VTO-318 O104:H7 O + + + + 
VTO-346 O104:H7 O + + + + 
VTO-63 O104:H7 O + + - + 
FV3332 O104:H7 O + + + + 
VTO-392-145 O104:H7 O + + + + 
B45 O104:H21 B* + + + + 
VTB-288 O104:H21 B + + + + 
IH31696B O111:[H8] H + + + + 
IH43697J O111:[H8] H + + + + 
IH49791/05A O111:[H8] H + + + + 
IH24497/06A O111:[H8] H + + + + 
IH32243/06A O111:[H8] H + + + + 
IH4215/07A O111:[H8] H + + + + 
IH39241/07A O111:[H8] H + + + + 
CP1-01 O111:[H8] CV + + + + 
CP11-01 O111:[H8] CV + + + + 
B41 O111:[H8] B* + + + - 
VTB-351 O111:[H8] B + + + + 
IH21228B O113:H21 H + + + + 
IH21485A O113:H21 H - - + + 
IH39595/07C O113:H21 H + + + + 
VTH-56A1 O113:H21 H - - + + 
VTH-47 O113:H21 H + + + + 
VTF-14A O113:H21 CV - - + + 
VTF-25 O113:H21 CV + + + + 
VTB-104 O113:H21 B + + + + 
VTB-117 O113:H21 B + + + + 
VTB-200 O113:H21 B + + + + 
VTB-346 O113:H21 B + + + + 
VTB-412 O113:H21 B + + + + 
IH9913/07A O113:H21 H + + + + 
VTO-60 O117:HNM O + + + + 
VTO-200 O117:HNM O + + + + 
VTO-132 O117:HNM O + + + + 
VTO-409 O117:HNM O + + + + 
VTO-688-244 O117:HNM O + + + + 
VTO-668-232 O117:HNM O + + + + 
VTO-678-234 O117:HNM O + + + + 
VTO692-248 O117:HNM O + + + + 
VTO-328-123 O117:HNM O + + + - 
IH16720/04A O118:H16 H + + + + 
IH31928/04A O118:H16 H + + + + 











IH43459/05A O118:H16 H + + + + 
VTH-62 O118:H16 H + + + + 
VTH-28 O118:H16 H + + + + 
VTF-26 O118:H16 CV + + + + 
VTB-247 O118:HNM B + + + + 
VTB-248 O118:HNM B + + + + 
VTB-110 O118:H16 B + + + + 
VTB-113 O118:H16 B + + + + 
IH2536/07A O118:H16 H + + + + 
IH2673/07A O118:H16 H + + + + 
IH4185/07A O118:H16 H + + + + 
IH56637/04a O121:H19 H + + + + 
C-167 O121:H19 S (corzo) + + + + 
VTH-52 O128:H2 H - - + + 
FV5208 O128:H2 C - - + + 
FV5212 O128:[H2] C - - + + 
FV5215 O128:H2 C - - + + 
FV1731 O128:[H2] O - - + + 
FV1742 O128:[H2] O - - + + 
FV1743 O128:[H2] O + + + + 
FV1744 O128:[H2] O - - - + 
FV1763 O128:[H2] O - - + + 
FV1811 O128:[H2] C - - + + 
FV1800 O128:H2 C - - + + 
VTO-72 O128:[H2] O - - + + 
VTO-51 O128:[H2] O - - + + 
VTO-104 O128:[H2] O - - + + 
VTO-216 O128:[H2] O - - + + 
VTO-303 O128:[H2] O - - + + 
VTO-265 O128:[H2] O - - + + 
VTO-309 O128:[H2] O - - + + 
VTO-139 O128:[H2] O + + + + 
VTO-231 O128:[H2] O - - + + 
VTO-332 O128:[H2] O - - + + 
VTO-34 O128:H2 O - - + + 
VTO-9 O128:H2 O - - + + 
VTO-156 O128:H2 O - - + + 
VTO-101 O128:H2 O - - + + 
VTO-201 O128:H2 O - - + + 
VTO-195 O128:H2 O - - + + 
VTO-416 O128:H2 O - - + + 
IH32814/06A O128:H2 H - - + - 
IH2001/07A O128:[H2] H - - + + 











IH2338/07A O128:H2 H - - + + 
IH40478C O145:[H28] H + + + + 
IH36956/05A O145:[H28] H + + + + 
VTH-106 O145:[H28] H + + + + 
VTH-105A O145:[H28] H + + + + 
CP144-6-21-03 O145:[H28] CV + + + + 
IH38354/05A O145:[H28] H + + + + 
IH37847/06A O145:[H28] H + + + + 
C-83a O145:[H28] S (corzo) + + + + 
VTO-210 O146:[H21] O + + + + 
VTO-33-13 O146:[H21] O + + + + 
VTO-203-64 O146:[H21] O + + + + 
VTO-509-190 O146:[H21] O + + + + 
VTO-537-199 O146:[H21] O +* +d + + 
VTO-76 O146:H21 O + + + + 
VTO-32 O146:H21 O + + + + 
VTO-213 O146:H21 O + + + + 
VTO-324 O146:H21 O + + + + 
VTO-370 O146:H21 O + + + + 
VTO-181-49 O146:H21 O + + + + 
VTO-54-22 O146:H21 O +* +d + + 
VTO-227-79 O146:H21 O + + + + 
VTO-612-220 O146:H21 O + + + + 
VTO-67 O146:H21 O +* +d + + 
VTO-284 O146:H21 O + + + + 
VTO-128 O146:H21 O + + - + 
VTO-182-50 O146:H21 O + + - + 
FV8065 O146:H21 O + + + + 
FV8128 O146:[H21] O + + + + 
FV8147 O146:H21 O + + + + 
FV8172 O146:H21 O + + + + 
FV8223 O146:[H21] O + + - + 
FV8246 O146:[H21] O + + + + 
FV8376 O146:[H21] O + + + + 
FV8402 O146:H21 O + + + + 
FV8411 O146:H21 O + + + + 
FV8415 O146:H21 O + + + + 
FV8595 O146:H21 O + + + + 
VTF-13 O146:[H21] CV + + + + 
FV4256 O146:H21 L + + + + 
FV4372 O146:H21 L + + + + 
FV4328 O146:H21 L + + + + 
FV4314 O146:H21 L + + + + 











FV4304 O146:H21 L + + + + 
VTB-105 O146:H21 B +* +d + + 
IH1956/08A O146:H21 H + + + + 
FV5221 O146:H21 C + + + + 
FV5222 O146:[H21] C + + + + 
FV5226 O146:[H21] C + + + + 
FV5194 O146:H21 C + + + + 
FV5213 O146:H21 C + + + + 
FV5229 O146:H21 C + + + + 
FV5235 O146:H21 C + + + + 
FV5256 O146:H21 C + + + + 
FV8727 O146:H21 C +* +d + + 
FV7875 O146:H21 C + + + + 
FV7803 O146:H21 S (corzo) +* +d - + 
FV7806 O146:H21 S (muflón) +* +d + + 
FV7817 O146:H21 S (ciervo) + + + + 
FV7822 O146:H21 S (ciervo) +* - + + 
FV7852 O146:H21 S (ciervo) +* +d + + 
IH27893A O146:H21 H + + + + 
IH33439/04A O146:[H21] H + + + + 
IH52332/04A O146:H21 H + + + + 
IH53493/04A O146:H21 H + + + + 
IH32712/05A O146:H21 H + + + + 
IH52224/05A O146:H21 H + + + + 
IH25340/06A O146:H21 H + + + + 
IH25515/07A O146:H21 H + + + + 
IH54779/05A O146:H21 H + + + + 
IH47534/07A O146:H21 H + + + + 
IH35806/07a O146:[H21] H + + + + 
IH40390/07a O146:[H21] H + + + + 
IH47900/07a O146:[H21] H + + + + 
IH50580/07a O146:[H21] H + + + + 
IH101706/07b O146:[H21] H + + + + 
IH37598/08a O146:[H21] H + + + + 
FV1720 O146:H21 O + + + + 
FV1725 O146:H21 O + + + + 
FV1812 O146:H21 C +* +d + + 
FV8774 O146:H21 C +* +d + + 
C-3a O146:H21 S (corzo) + + + + 
C-4a O146:H21 S (corzo) + + + + 
C-9a O146:H21 S (corzo) + + - - 
C-50a O146:H21 S (corzo) + + + + 
C-55a O146:H21 S (corzo) + + + + 











C-71a O146:H21 S (corzo) + + + + 
C-71c O146:H21 S (corzo) + + + + 
C-77a O146:H21 S (corzo) + + + + 
C-81a O146:H21 S (corzo) + + + + 
C-85a O146:H21 S (corzo) + + + + 
C-99a O146:H21 S (corzo) + + + + 
C-100a O146:H21 S (corzo) + + + + 
C-106b O146:H21 S (corzo) - + + + 
C-121a O146:H21 S (corzo) + + + + 
C-134a O146:H21 S (corzo) + + + + 
C-135a O146:H21 S (corzo) + + + - 
C-138a O146:H21 S (corzo) + + + - 
C-141a O146:H21 S (corzo) + + + + 
C-142a O146:H21 S (corzo) + + + + 
C-149a O146:H21 S (corzo) + + + + 
C-154b O146:H21 S (corzo) + + + + 
Xa-47a O146:H21 S (jabalí) + + + + 
Xa-54a O146:H21 S (jabalí) + + + + 
Xa-115a O146:H21 S (jabalí) + + + + 
Xa-235a O146:H21 S (jabalí) + + + + 
Z-215a O146:H21 S (zorro) + + + + 
VH-46-6a O146:[H21] PA (lechuga) + + + + 
VH-46-6b O146:[H21] PA (lechuga) + + + + 
FV7807 O146:[H28] S (gamo) + + + + 
FV7811 O146:[H28] S (ciervo) +* +d + + 
FV7825 O146:[H28] S (ciervo) + + + + 
FV7835 O146:[H28] S (ciervo) + + + + 
FV7838 O146:[H28] S (ciervo) +* +d + + 
FV7839 O146:[H28] S (ciervo) +* +d + + 
FV7840 O146:[H28] S (ciervo) +* +d + + 
FV7841 O146:[H28] S (ciervo) + + + + 
FV7842 O146:[H28] S (ciervo) + + + + 
FV7847 O146:[H28] S (ciervo) + + + + 
FV7853 O146:[H28] S (ciervo) + + + + 
FV7854 O146:[H28] S (ciervo) + + + + 
FV7855 O146:[H28] S (ciervo) + + + + 
FV7860 O146:[H28] S (ciervo) + + + + 
FV7861 O146:[H28] S (ciervo) + + + + 
FV7864 O146:[H28] S (ciervo) + + + + 
FV7868 O146:[H28] S (ciervo) +* +d + + 
C-32a O146:H28 S (corzo) - + + + 
IH1549/07A O146:[H28] H + + + + 
VTB-386 O156:[H10] B - - + + 











VTB-397 O156:[H10] B - - + + 
VTB-315 O156:[H10] B - - + + 
VTB-314 O156:[H10] B - - + + 
VTB-312 O156:[H10] B - - + + 
IH32862A O156:H25 H + + + + 
IH38296A O156:H25 H + + + + 
VTH-56-A2 O156:[H25] H + + + + 
VTB-189 O156:H25 B + + + + 
VTB-289 O156:[H25] B + + + + 
VTB-378 O156:[H25] B + + + + 
VTB-306 O156:[H25] B + + + + 
VTO-22 O156:H25 O + - + + 
VTO-50 O156:[H25] O + - + + 
VTO-98 O156:[H25] O - - - + 
VTO-203 O156:[H25] O + - + + 
VTO-242 O156:H25 O + - + + 
VTO-439 O156:[H25] O - - - + 
VTO-471 O156:H25 O + - - + 
VTO-459 O156:H25 O + + + + 
VTO-390 O156:[H25] O + - - + 
VTO-641-224 O156:H25 O + - - + 
O157/24 O157:[H7] B + + - - 
O157/30 O157:[H7] B - - - - 
O157/34 O157:[H7] B + + - - 
O157/37 O157:[H7] H + + - - 
O157/38 O157:[H7] H + + - - 
O157/39 O157:[H7] H + + - - 
O157/41 O157:[H7] H + + - - 
O157/42 O157:[H7] H + + - - 
O157/55 O157:[H7] B + + - - 
O157/60 O157:[H7] H + + - - 
O157/64 O157:[H7] H + + - - 
O157/66 O157:[H7] H - - - - 
O157/70 O157:[H7] H - - - - 
O157/74 O157:[H7] B + + - - 
O157/79 O157:[H7] CV + + - - 
O157/89 O157:[H7] CV + + - - 
O157/90 O157:[H7] B + + - - 
O157/95 O157:[H7] B + + - - 
O157/98 O157:[H7] B + + - - 
O157/116 O157:[H7] H + + - - 
O157/121 O157:[H7] B + + - - 
O157/123 O157:[H7] B + + - - 











O157/127 O157:[H7] B + + - - 
O157/129C O157:[H7] H - - - - 
O157/132M O157:[H7] H + + - - 
O157/142M O157:[H7] H - - - - 
O157/143M O157:[H7] H + + - - 
O157/149M O157:[H7] H + + - - 
O157/156 O157:[H7] H + + - - 
O157/163 O157:[H7] H + + - - 
O157/164 O157:[H7] H + + - - 
O157/166 O157:[H7] H + + - - 
O157/167 O157:[H7] H + + - - 
O157/186 O157:[H7] H + + - - 
O157/196 O157:[H7] H + + - - 
O157/206 O157:[H7] H + + - - 
O157/207 O157:[H7] H + + - - 
O157/223 O157:[H7] H + + - - 
O157/229 O157:[H7] CV + + - - 
O157/235 O157:[H7] H + + - - 
O157/238 O157:[H7] H + + - - 
O157/248 O157:[H7] H + + - - 
O157/249 O157:[H7] H + + - - 
O157/256 O157:[H7] B + + - - 
O157/259 O157:[H7] B + + - - 
O157/262 O157:[H7] B + + - - 
O157/265 O157:[H7] B + + - - 
O157/268 O157:[H7] B + + - - 
O157/271 O157:[H7] B + + - - 
O157/274 O157:[H7] B + + - - 
O157/277 O157:[H7] B + + - - 
O157/280 O157:[H7] B + + - - 
O157/283 O157:[H7] B + + - - 
O157/286 O157:[H7] B + + - - 
O157/289 O157:[H7] B + + - - 
O157/292 O157:[H7] B + + - - 
O157/295 O157:[H7] H + + - - 
O157/300 O157:[H7] B + + - - 
O157/307 O157:[H7] B + + - - 
O157/310 O157:[H7] B + + - - 
O157/315 O157:[H7] B + + - - 
O157/320 O157:[H7] B + + - - 
O157/325 O157:[H7] B + + - - 
O157/330 O157:[H7] B + + - - 
O157/335 O157:[H7] B + + - - 











O157/340 O157:[H7] B - - - - 
O157/342 O157:[H7] B - +d - - 
O157/344 O157:[H7] B + + - - 
O157/346 O157:[H7] B + + - - 
O157/348 O157:[H7] B - - - - 
O157/350 O157:[H7] B + + - - 
O157/352 O157:[H7] B + +d - - 
O157/354 O157:[H7] B - - - - 
O157/356 O157:[H7] B + + - - 
O157/358 O157:[H7] B + + - - 
O157/360 O157:[H7] B + + - - 
O157/362 O157:[H7] B + + - - 
O157/364 O157:[H7] B - - - - 
O157/366 O157:[H7] B + + - - 
O157/371 O157:[H7] H - - - - 
O157/376 O157:[H7] O + + - - 
O157/377 O157:[H7] O + + - - 
O157/378 O157:[H7] O + + - - 
O157/379 O157:[H7] O + + - - 
O157/380 O157:[H7] O + + - - 
O157/382 O157:[H7] H + + - - 
O157/383 O157:[H7] H - - - - 
O157/388 O157:[H7] CV + + - - 
O157/390 O157:[H7] H + + - - 
O157/400 O157:[H7] B + +d - - 
O157/401 O157:[H7] B - - - - 
O157/407 O157:[H7] H - - - - 
O157/412 O157:[H7] H - - - - 
O157/436 O157:[H7] H + + - - 
O157/454 O157:[H7] B + + - - 
O157/455 O157:[H7] B + + - - 
O157/456 O157:[H7] B + + - - 
O157/457 O157:[H7] B + + - - 
O157/458 O157:[H7] B + + - - 
O157/459 O157:[H7] B + + - - 
O157/460 O157:[H7] B + + - - 
O157/461 O157:[H7] B + + - - 
O157/462 O157:[H7] B + + - - 
O157/463 O157:[H7] B + + - - 
O157/464 O157:[H7] B + + - - 
O157/465 O157:[H7] B + + - - 
O157/466 O157:[H7] B + + - - 
O157/467 O157:[H7] B + + - - 











O157/468 O157:[H7] B + + - - 
O157/469 O157:[H7] CV + + - - 
O157/471 O157:[H7] B - - - - 
O157/473 O157:[H7] B - - - - 
O157/474 O157:[H7] B + + - - 
O157/475 O157:[H7] B + + - - 
O157/476 O157:[H7] B + + - - 
O157/479 O157:[H7] H + + - - 
O157/484 O157:[H7] H + + - - 
O157/487 O157:[H7] H + + - - 
O157/492 O157:[H7] CV + + - - 
O157/494 O157:[H7] H - - - - 
O157/499 O157:[H7] B + + - - 
O157/500 O157:[H7] B + + - - 
O157/501 O157:[H7] B + +d - - 
O157/515 O157:[H7] H +* +d - - 
O157/517 O157:[H7] H + + - - 
O157/522 O157:[H7] B + + - - 
O157/523 O157:[H7] B + + - - 
O157/524 O157:[H7] B + +d - - 
O157/525 O157:[H7] H + + - - 
O157/535 O157:[H7] H + +d - - 
O157/540 O157:[H7] H + + - - 
O157/545 O157:[H7] H + + - - 
O157/558 O157:[H7] B + + - - 
O157/569 O157:[H7] B + + - - 
O157/572 O157:[H7] B + + - - 
O157/575 O157:[H7] B + + - - 
O157/585 O157:[H7] H + + - - 
O157/590 O157:[H7] H - - - - 
O157/593 O157:[H7] CV + + - - 
O157/594 O157:[H7] CV + + - - 
O157/599 O157:[H7] O + + - - 
O157/600 O157:[H7] O + + - - 
O157/601 O157:[H7] O + + - - 
O157/602 O157:[H7] O + + - - 
O157/603 O157:[H7] O + + - - 
O157/604 O157:[H7] O + + - - 
O157/605 O157:[H7] O + + - - 
O157/606 O157:[H7] L + +d - - 
O157/607 O157:[H7] L + + - - 
O157/608 O157:[H7] L + + - - 
O157/609 O157:[H7] H + + - - 











O157/610 O157:[H7] H + + - - 
O157/611 O157:[H7] H + + - - 
O157/612 O157:[H7] H + + - - 
O157/613 O157:[H7] H - - - - 
O157/614 O157:[H7] H + + - - 
O157/615 O157:[H7] H + + - - 
O157/616 O157:[H7] H + + - - 
O157/617 O157:[H7] H + + - - 
O157/618 O157:[H7] H + + - - 
O157/619 O157:[H7] H - +d - - 
O157/620 O157:[H7] H + +d - - 
O157/621 O157:[H7] H + + - - 
O157/622 O157:[H7] H + + - - 
O157/623 O157:[H7] H + + - - 
O157/624 O157:[H7] H + + - - 
O157/625 O157:[H7] H + + - - 
O157/626 O157:[H7] H + + - - 
O157/629 O157:[H7] H - - - - 
O157/680 O157:[H7] H - - - - 
O157/681 O157:[H7] CV + + - - 
O157/682 O157:[H7] CV + + - - 
O157/683 O157:[H7] CV + + - - 
O157/689 O157:[H7] L + + - - 
O157/690 O157:[H7] L + + - - 
O157/692 O157:[H7] L + + - - 
O157/693 O157:[H7] L + + - - 
O157/694 O157:[H7] L + + - - 
O157/696 O157:[H7] L + + - - 
O157/697 O157:[H7] L + + - - 
O157/698 O157:[H7] L + + - - 
O157/699 O157:[H7] L + + - - 
O157/700 O157:[H7] L + + - - 
O157/701 O157:[H7] L + + - - 
O157/702 O157:[H7] L + + - - 
O157/704 O157:[H7] L + + - - 
O157/705 O157:[H7] L + + - - 
O157/706 O157:[H7] L + + - - 
O157/707 O157:[H7] L + + - - 
O157/708 O157:[H7] L + + - - 
O157/709 O157:[H7] L + + - - 
O157/710 O157:[H7] L + + - - 
O157/711 O157:[H7] CV + + - - 
O157/712 O157:[H7] CV + + - - 











O157/713 O157:[H7] CV + + - - 
O157/714 O157:[H7] CV + + - - 
O157/716 O157:[H7] H + + - - 
O157/718 O157:[H7] H + + - - 
O157/720 O157:[H7] H + + - - 
O157/722 O157:[H7] H + + - - 
O157/724 O157:[H7] H + + - - 
O157/725 O157:[H7] H + + - - 
O157/726 O157:[H7] H + + - - 
O157/728 O157:[H7] H + + - - 
O157/729 O157:[H7] H - - - - 
O157/730 O157:[H7] H + + - - 
O157/731 O157:[H7] H + + - - 
O157/732 O157:[H7] H + + - - 
O157/737 O157:[H7] H + + - - 
O157/739 O157:[H7] H + + - - 
O157/741 O157:[H7] H + + - - 
O157/743 O157:[H7] H + + - - 
O157/749 O157:[H7] H + + - - 
O157/751 O157:[H7] H + + - - 
O157/790 O157:[H7] H + + - - 
O157/791 O157:[H7] H - +d - - 
O157/792 O157:[H7] H + + - - 
O157/793 O157:[H7] H + + - - 
O157/795 O157:[H7] H + +d - - 
O157/800 O157:[H7] H + + - - 
O157/805 O157:[H7] LC + + - - 
O157/807 O157:[H7] H + + - - 
O157/809 O157:[H7] H +* +d - - 
O157/810 O157:[H7] H - +d - - 
O157/811 O157:[H7] H + + - - 
O157/812 O157:[H7] H + + - - 
O157/814 O157:[H7] H + + - - 
O157/815 O157:[H7] H + + - - 
O157/816 O157:[H7] CV + + - - 
O157/818 O157:[H7] H + + - - 
O157/820 O157:[H7] H + + - - 
O157/822 O157:[H7] H - - - - 
O157/827 O157:[H7] H + + - - 
O157/832 O157:[H7] H + + - - 
O157/837 O157:[H7] H + + - - 
O157/842 O157:[H7] H + + - - 
O157/843 O157:[H7] H + + - - 











O157/844 O157:[H7] H + + - - 
O157/847 O157:[H7] H + + - - 
O157/849 O157:[H7] H + + - - 
O157/851 O157:[H7] O + + - - 
O157/853 O157:[H7] O + + - - 
O157/855 O157:[H7] O + + - - 
O157/857 O157:[H7] O + + - - 
O157/859 O157:[H7] O + + - - 
O157/861 O157:[H7] O + + - - 
O157/863 O157:[H7] O + + - - 
O157/865 O157:[H7] S (ciervo) + + - - 
O157/867 O157:[H7] S (ciervo) +* - - - 
O157/871 O157:[H7] O + + - - 
O157/875 O157:[H7] O + + - - 
O157/877 O157:[H7] O + + - - 
O157/881 O157:[H7] H + + - - 
O157/886 O157:[H7] H + + - - 
O157/891 O157:[H7] H + + - - 
O157/896 O157:[H7] H + + - - 
O157/906 O157:[H7] H + + - - 
O157/911 O157:[H7] H + + - - 
O157/921 O157:[H7] H + + - - 
O157/926 O157:[H7] H + + - - 
O157/927 O157:[H7] H + + - - 
O157/931 O157:[H7] H + + - - 
O157/932 O157:[H7] H + + - - 
O157/936 O157:[H7] C + + - - 
O157/937 O157:[H7] C + + - - 
O157/938 O157:[H7] C + + - - 
O157/939 O157:[H7] H + + - - 
O157/944 O157:[H7] H + + - - 
O157/945 O157:[H7] H + + - - 
O157/954 O157:[H7] H + + - - 
O157/973 O157:[H7] H + + - - 
O157/974 O157:[H7] H - - - - 
O157/978 O157:[H7] H + + - - 
O157/988 O157:[H7] H + + - - 
O157/989 O157:[H7] H + + - - 
O157/1075 O157:[H7] H + + - - 
O157/1076 O157:[H7] H + + - - 
O157/1081 O157:[H7] H + + - - 
O157/1086 O157:[H7] H + + - - 
O157/1091 O157:[H7] H + + - - 











O157/1096 O157:[H7] H + + - - 
O157/1103 O157:[H7] H + + - - 
O157/1108 O157:[H7] H + + - - 
O157/1113 O157:[H7] H + + - - 
O157/1118 O157:[H7] H + + - - 
O157/1123 O157:[H7] H + + - - 
O157/1124 O157:[H7] H + + - - 
C-104 O157:[H7] S (corzo) + + - - 
XA-108 O157:[H7] S (jabalí) + + - - 
IH27988/04A O166:H28 H + + + + 
VTH-83F O166:H28 H - - + + 
VTH-122 O166:H28 H - - + + 
FV4300 O166:H28 L + + + + 
FV4281 O166:H28 L + + + + 
FV4371 O166:H28 L + + + + 
FV4236 O166:H28 L + + + + 
FV4329 O166:H28 L + + + + 
FV4318 O166:H28 L + + + + 
FV4282 O166:H28 L + + + + 
FV4323 O166:H28 L + + + + 
CP86-6F-03 O166:H28 CV + + + + 
VTB-273 O166:H28 B - - + + 
FV5196 O166:H28 C - - + + 
FV5265 O166:H28 C - - + + 
FV1747 O166:H28 O - - + + 
FV1753 O166:H28 O - - + + 
FV1760 O166:H28 O - - + + 
FV1764 O166:H28 O - - + + 
FV1782 O166:H28 C* - - + + 
FV1786 O166:H28 C - - + + 
FV1787 O166:H28 C - - + + 
FV1795 O166:H28 C - - + + 
FV1802 O166:H28 C - - + + 
FV1806 O166:H28 C - - + + 
FV1813 O166:H28 C + + + + 
FV1816 O166:H28 C - - + + 
FV1817 O166:H28 C + + + + 
VTO-265-101 O166:H28 O + + + + 
VTO-287-106 O166:H28 O + + + + 
VTO-340-128 O166:H28 O + + + + 
VTO-455-159 O166:H28 O + + + + 
VTO-363-136 O166:H28 O - - + + 
VTO-423-153 O166:H28 O + + + + 











VTO-350-130 O166:H28 O + + + + 
VTO-41-19 O166:H28 O - - + + 
VTO-95-41 O166:H28 O + + + + 
VTO-38-17 O166:H28 O - - + + 
VTO-472-170 O166:H28 O - - + + 
VTO-599-215 O166:H28 O - - + + 
VTO-568-209 O166:H28 O - - + + 
VTO-155 O166:H28 O - - + + 
VTO-85 O166:H28 O - - + + 
aOrigen de aislamiento de las cepas (B: heces de ganado bovino; B*: heces de ganado bovino con 
diarrea; C: heces de ganado caprino; C*: heces de ganado caprino con diarrea; LC: leche de 
caprino; CV: carne de vacuno; H: heces de humano con diarrea; L: leche de ovino; O: heces de 
ganado ovino; O*: heces de ganado ovino con diarrea; PA: producto agrícola; S: heces de animal 
silvestre). bFermentación del sorbitol en el medio MACS. cDetección de la producción de la β-
glucuronidasa en el medio Chromocult® (Merck). dterB/terD (+*: determinado mediante 






4.2. ASIGNACIÓN DE SEROPATOTIPOS 
 
Una vez completado el serotipo de las 820 cepas, confirmando los antígenos O y H de 
aquellas cepas dudosas mediante serotipado y/o PCR, se asignó a continuación el seropatotipo 
(Tabla 28) en base a la clasificación establecida por Karmali et al. (2003), a los datos de 
estudios previos (Girardeau et al. 2005; Hussein, 2007; Coombes et al. 2008), y a la 
información obtenida de la propia colección de ECVT del LREC sobre la asociación de los 
serotipos de aislados clínicos humanos con gravedad del cuadro clínico. Estas asignaciones se 
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Tabla 28. Asignación de seropatotipo a las cepas del estudio 
 
Serotipos Seropatotipo Nº cepas 
O5:HNM C 15 
O8:H2 C 7 
O20:H19 D 10 
O26:[H11]/HNM B 125 
O75:[H8] D 3 
O76:H19 D 30 
O77:H41 D 12 
O91:[H14]/HNM/[H21] C 33 
O98:[H21] D 2 
O103:[H2] B 11 
O104:H7/H21 C (H21) / D (H7) C (2) / D (10) 
O111:[H8] B 11 
O113:H21 C 13 
O117:HNM D 9 
O118:H16/HNM C 13 
O121:H19 B 2 
O128:[H2] C 31 
O145:[H28] B 8 
O146:[H21]/[H28] C (H28) / D (H21) C (19) / D (100) 
O156:[H10]/[H25] C (H25) / D (H10) C (17) / D (5) 
O157:[H7] A 289 
O166:H28 D 43 
 
4.3. DETERMINACIÓN DE GRUPOS FILOGENÉTICOS 
 
Estudios previos indican que las cepas ECVT se engloban, fundamentalmente, en el grupo 
filogenético B1, y muy pocas cepas pertenecen al grupo B2. Los grupos filogenéticos A y D 
representan, aproximadamente, el 20 y 10%, respectivamente (Donnenberg y Whittam, 2001; 
Escobar-Páramo et al. 2004a; Girardeau et al. 2005). En el presente estudio determinamos el 
filogrupo de 820 cepas ECVT,  empleando el esquema ampliado (Clermont et al. 2013) que 
discrimina los 7 filogrupos principales de E. coli (A, B1, B2, C, D, E, F). 
 
En concordancia con lo indicado en otros estudios, el filogrupo B1 apareció asociado a la 
mayoría de los serotipos incluidos en este estudio (en 24 de las 29 combinaciones O:H de la 
Tabla 29). El segundo filogrupo más prevalente en nuestras cepas fue el filogrupo E 
(previamente clasificado como D según el esquema abreviado de Clermont et al. 2000), en 4 
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de las 29 combinaciones O:H, y representado principalmente por las cepas del serotipo 
O157:[H7]. El filogrupo F solo lo encontramos asociado a las cepas O146:[H28], y el filogrupo 
A a un subgrupo de cepas O5:HNM (Tabla 29). 
 
Tabla 29. Asociación de serotipos y filogrupos 
 
Serotipos Filogrupo 
























4.4. SECUENCIAS TIPO (ST) 
 
Siguiendo el esquema MLST de Achtman, se obtuvieron a través de la página web E. coli 
MLST (http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli) los perfiles alélicos de los 7 genes (adk, 
fumC, gyrB, icd, mdh, purA, y recA), las secuencias tipo (ST), y los complejos ST (ST Cplx). 
 
La determinación de ST se realizó en un número representativo de cepas de cada serotipo, 
atendiendo a los resultados de filogrupos, genes de virulencia y perfiles de macrorrestricción. 
En la Tabla 30 se detalla la asociación entre los 29 serotipos de las 820 cepas del presente 
estudio, el perfil alélico de los 7 genes incluidos en el esquema MLST de Achtman y las 41 ST 
asignadas. Tres de esas 41 ST se asociaron a más de un serotipo: ST21 (O26:[H11]/HNM y 
O118:H16); ST442 (O146:[H21] y O91:[H21]); ST1817 (O104:H7 y O117:HNM). Este hecho 
ya ha sido descrito para otras ST como ST10, ST57, ST95, ST117, ST131, ST300 (Mora et al. 
2012b, 2013; Dahbi et al. 2014; Iguchi et al. 2015a). 




Tabla 30. Asociación de serotipos y combinaciones alélicas, ST y ST Cplx según el esquema de Achtman 
 
Serotipo adK-fumC-gyrB-icd-mdh-purA-recA STa ST Cplxa 
O5:HNM 
1-46-69-1-20-34-7 342 None 
6-4-5-16-9-8-7 447 None 
10-11-4-8-8-8-171 1797* None 
O8:H2 
6-4-3-18-9-7-7 1798* None 
6-4-3-18-203-7-7 1834* None 
O20:H19 
63-30-15-18-43-8-7 192 None 
6-23-15-16-9-8-7 205 205 
6-19-15-16-9-8-7 443 205 
O26:[H11]/HNM 
16-4-12-16-9-7-7 21 29 
6-4-12-16-9-7-7 29 29 
O75:[H8] 6-6-5-9-9-8-2 13 13 
O76:H19 6-23-32-16-9-8-7 675 None 
O77:H41 35-3-58-6-5-16-4 720 None 
O91:[H14]/HNM 6-4-4-1-22-8-7 33 None 
O91: [H21] 6-95-33-18-9-8-14 442 None 
O98:[H21] 77-7-7-18-54-18-7 306 None 
O103:[H2] 
6-4-3-17-7-7-6 17 20 
91-4-3-17-7-7-6 386 20 
6-4-3-17-7-204-6 1967* None 
O104:H7 
9-8-5-231-11-194-7 1817* None 
9-351-5-231-11-194-7 2283* None 
O104:H21 6-4-126-136-11-8-6 672 None 
O111:[H8] 6-4-12-16-9-7-12 16 29 
O113:H21 
6-4-4-18-24-5-14 56 155 
6-4-4-18-24-8-14 223 155 
6-278-4-18-24-5-14 1821* None 
O117:HNM 
9-8-5-231-11-194-148 1816* None 
9-8-5-231-11-194-7 1817* None 
O118:H16/HNM 16-4-12-16-9-7-7 21 29 
O121:H19 100-23-68-45-1-35-7 655 None 
O128:[H2] 6-6-14-21-9-7-7 25 None 
O145:[H28] 19-23-18-24-21-2-16 32 32 
O146:[H21] 6-95-33-18-9-8-14 442 None 
O146:[H28] 130-45-41-22-7-50-45 738 None 
O156:[H10] 6-4-15-103-24-8-7 441 None 
O156:[H25] 77-7-72-18-53-56-7 300 None 
O157:[H7] 
12-12-8-12-15-2-2 11 11 
12-12-8-140-15-2-2 1799* None 
12-12-8-12-15-8-2 1804* None 
12-287-8-12-15-2-2 1825* None 
12-12-8-12-202-2-2 1826* None 
12-285-8-12-15-2-2 1833* None 
O166:H28 
87-90-231-10-1-187-138 1819* None 
87-90-231-10-1-196-138 1824* None 
*ST asignadas por primera vez a las cepas de este estudio. 
aSombreadas con el mismo color las ST que comparten 6 de los 7 loci, por lo que pertenecerían, en su caso, al 
mismo ST Cplx (grupos de al menos 3 ST que comparten 6 alelos en las comparaciones por pares) 
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4.5. DEFINICIÓN DE GRUPOS CLONALES 
 
En el presente estudio se utilizó el concepto de grupo clonal, definido por primera vez por 
nosotros (Mora et al. 2010), y reconocido posteriormente por otros investigadores (Manges, 
2016).  
Según nuestra definición, un grupo clonal incluiría cepas del mismo serotipo, filogrupo y 
ST (o secuencias tipo que por su similitud alélica quedasen agrupadas dentro del mismo ST 
Cplx). De acuerdo con esta definición, se identificaron 29 grupos clonales entre las 820 cepas 
del presente estudio. En la Tabla 31 se correlacionan dichos grupos con el perfil de virulencia 
más representativo en base a los genes caracterizados en este estudio. 
 
Tabla 31. Grupos clonales definidos en el presente estudio en base al serotipo, grupo filogenético y ST: 
tipos y subtipos vt y eae predominantes asociados a dichos grupos clonales  
 


























E-hlyA, saa, espP 
O26:[H11]/HNM-B1-ST21/ST29 vt1a  eae-β1  
O75:[H8]-B1-ST13 vt1c vt2b - E-hlyA, subAB* 
O76:H19-B1-ST675 vt1c - - E-hlyA, subAB* 











O98:[H21]-B1-ST306 vt1a - eae-ζ1 E-hlyA, espP 










O111:[H8]-B1-ST16 vt1a vt2a eae-θ  
O113:H21-B1-ST56/ST223/ST1821 - vt2a, vt2d - espP 
O117:HNM-B1/ST1816/ST1817 vt1c - -  
O118:H16/HNM-B1-ST21 vt1a - eae-β1 iutA 
O121:H19-B1-ST655 - vt2a eae-ε1  
O128:[H2]-B1-ST25 vt1c vt2b - subAB* 






















ST11/ST1799/ST1804/ST1825/ST1826/ST1833 vt1a vt2a, vt2c eae-γ1 E-hlyA, katP, stcE 
O166:H28-E-ST1819/ST1824 vt1c vt2b - E-hlyA, subAB* 
aSe muestran los subtipos vt1 y vt2 más representativos para cada grupo clonal; figura como - para aquellos grupos 
clonales en los que no se identificó ninguna cepa positiva para el tipo vt correspondiente. bFigura como - la ausencia 
del gen eae en todas las cepas analizadas del correspondiente grupo clonal. cSe muestra la presencia de otros genes 
de virulencia típicamente asociados al correspondiente grupo clonal (presentes en >85% las cepas) entre los 
analizados: E-hlyA, subAB (localización plasmídica o cromosómica*), stcE, saa, katP, espP, iutA. 
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 4.5.1. Grupo clonal O157:[H7]-E-ST11/ST1799/ST1804/ST1825/ST1826/ST1833 
 
En el presente estudio se incluyeron 289 cepas de ECVT del serotipo O157:[H7], 143 de 
origen clínico humano, 78 aisladas de heces de ganado bovino, 22 de heces de ganado ovino, 3 
de heces de ganado caprino, 16 de carne de vacuno, 22 de leche de oveja, 1 de leche de cabra y 
4 aisladas de heces de animales silvestres. Esta colección procedía de diferentes puntos de la 
geografía española, obtenida entre los años 1980 y 2009 (Tabla 19). Hay que indicar que todas 
las cepas O157:[H7] incluidas en este estudio eran originariamente positivas para los genes vt, 
detectados mediante PCR. Algunas de ellas perdieron los fagos durante su conservación antes 
de poder ser tipadas/subtipadas. 
 
Dentro de este serotipo se definió un único grupo clonal (O157:[H7]-E-
ST11/ST1799/ST1804/ST1825/ST1826/ST1833) en base a su filogrupo y ST, puesto que las 6 
ST determinadas se agruparon dentro del mismo ST11 Cplx. Las ST1799, ST1804, ST1825, 
ST1826 y ST1833, descritas por primera vez en este estudio, son SLV de la ST11 (ver también 
discusión en el apartado 4.6.2.1.). La ST11 identificada mayoritariamente en nuestra colección 
(60 de 75 analizadas, 80 %) es la principal secuencia tipo asignada a las cepas de ECVT O157 a 
nivel mundial, independientemente del origen de aislamiento (Mellmann et al. 2008a; 
Underwood et al. 2013; Barth et al. 2016; Fierz et al. 2017; Zweifel et al. 2017). 
 
El análisis de los genes asociados a la virulencia mostró que las 289 cepas eran portadoras 
del gen eae (subtipo eae-γ1); prácticamente todas las cepas eran vt2 (salvo 22 cepas que 
perdieron los fagos antes de identificar si eran vt1 y/o vt2); del orden de 118 cepas eran vt1, de 
las que únicamente 5 serían originariamente vt2 negativas. Asimismo, la mayoría de las cepas 
eran portadoras de los genes E-hlyA (283, 99%), katP (271, 93,8%), espP (227, 78,5%) y stcE 
(aunque solo se investigó este gen a una selección, 126 de las 138 analizadas, 91,3%, fueron 
positivas). Ninguna cepa resultó positiva para los genes saa, iucD, subAB, y solo 3 de 72 cepas 
representativas que se analizaron adicionalmente para iutA. El subtipado de los genes vt 
realizado a cepas representativas de cada clúster, determinó que eran vt1a (las 34 cepas 
analizadas), y que las 45 cepas representativas para vt2 eran vt2a y/o vt2c (11 cepas vt2a; 14 
vt2c; 19 vt2a vt2c; 1 cepa vt2c vt2d). 
 
Como era de esperar, todas las cepas ECVT del serotipo O157:[H7] de nuestra colección 
eran no fermentadoras de sorbitol y negativas para la β-glucuronidasa. Solo 25 de las 289 
cepas no fueron capaces de mostrar ningún crecimiento en MACSTC y, adicionalmente, otras 
14 cepas mostraron un crecimiento débil. Entre las 39 cepas con poco o ningún crecimiento 
en MACSTC, 28 resultaron negativas para los genes de terB/D de resistencia al telurito (Tabla 
27). La resistencia al telurito es una característica común al ECVT O157 aunque no es 
inherente a este grupo (Bielaszewska et al. 2011b). Al igual que nosotros, otros autores 
también aislaron cepas de ECVT O157 sensibles al telurito en América del Norte (Taylor et al. 
2002) y Europa (Bielaszewska et al. 2005). Los datos obtenidos en un estudio realizado por 
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Bielaszewska et al. (2011b) sugerían que la supresión total o parcial de los genes de resistencia 
al telurito disminuía la virulencia de este patógeno. 
 
El dendrograma generado del análisis de los perfiles de macrorrestricción de las 289 cepas 
de ECVT O157 mostró una similitud de tan solo el 57,8% entre toda la colección; sin 
embargo, se determinaron 42 clústeres de similitud ≥85%, 20 de los cuales agrupaban cepas de 
origen clínico humano y de origen animal (clústeres I, III, V, VI, IX, X, XI, XII, XIV, XVI, 
XXI, XXII, XXIII, XXIV, XXV, XXVIII, XXXIV, XXXV, XXXVIII y XXXIX) (Tabla 32 y 
Figura 19). 
 
Otros autores han reportado también esta variabilidad en los perfiles de 
macrorrestricción de las cepas ECVT O157 (Ogura et al. 2006; Feng et al. 2007; Rump et al. 
2015). De hecho, Gerner-Smidt et al. (2006) identificaron más de 25.000 perfiles de PFGE 
para ECVT O157, incluidos en la base de datos de PulseNet. A pesar de la heterogeneidad de 
nuestra colección, 5 de los 42 clústeres con similitud ≥85% incluían más de 13 cepas cada uno, 
es decir, el 47% de las cepas (135/289) se agruparon en alguno de estos 5 clústeres, englobando 
todos ellos cepas de origen humano y de otros orígenes: clúster XXI (63 cepas), clúster XXIV 
(23 cepas), clúster V (21 cepas), clúster XIV (15 cepas) y clúster XXV (13 cepas) (Tabla 32). Es 
importante destacar que en el clúster XXI se obtuvieron perfiles de PFGE indistinguibles 
(100% identidad) de cepas aisladas de casos clínicos humanos y de origen bovino, incluso de 
distintos años de aislamiento. En este mismo clúster, también detectamos perfiles con 100% 
identidad entre cepas aisladas de heces de ganado bovino en distintas zonas geográficas (Lugo 
y A Coruña), lo que indicaría que estas cepas estarían presentes en nuestra Comunidad 
Autónoma, con un posible ciclo de mantenimiento y circulación: humanos-ganado bovino. El 
ganado ovino y los animales silvestres también se confirmarían como reservorios potenciales 
de cepas ECVT O157 para el ser humano, ya que demostramos que sus perfiles de 
macrorrestricción presentaban una similitud >85% con cepas aisladas de patología humana 
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Tabla 32. Clústeres determinados mediante PFGE de las cepas de ECVT O157 
 
Clúster Nº Cepas Origen Cepasa Año aislamiento 
I 6 
HD (1) 1998 
PA (1) 1998 
O (4) 2006 
II 3 O (3) 2001 
III 2 
HD (1) 1999 
LO (1) 2001 
IV 3 HD (3) 2004, 2007 
V 21 
HD (12) 1996, 1997, 2003, 2006, 2007 
LO (3) 2001 
B (3) 1998 
CV (3) 2003 
VI 4 
HD (1) 2000 
LO (1) 2001 
CV (2) 1999, 2002 
VII 2 
B (1) 1999 
LO (1) 2001 
VIII 2 B (2) 1991, 1995 
IX 3 
HD (1) 2003 
LO (1) 2001 
O (1) 1997 
X 3 
LO (2) 2001 
HD (1) 1999 
XI 2 
LO (1) 2001 
HD (1) 2006 
XII 3 
HD (1) 2007 
B (1) 1998 
SUH (1) 2005 
XIII 2 B (2) 1999 
XIV 15 
HD (4) 2003, 2006, 2008 
O (3) 1997, 2006 
LO (4) 2001 
B (3) 1998, 1999 
AS (1) 2009 
XV 2 B (2) 1995, 1999 
XVI 7 
LO (1) 2001 
HD (4) 2003, 2006 
PA (1) 2003 
O (1) 2006 
XVII 3 HD (3) 2001, 2004 
XVIII 2 B (1) 1995 
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Clúster Nº Cepas Origen Cepasa Año aislamiento 
O (1) 2006 
XIX 2 HD (2) 1986, 1992 
XX 3 C (3) 2006 
XXI 63 
HD (36) 
1997, 1998, 1999, 2000, 2001, 2003, 
2004, 2005, 2006, 2007, 2008 
PA (2) 1995 
CH (2) 2004, 2007 
B (15) 1995, 1998, 1999 
CV (5) 1995, 1998, 1999, 2003, 2004, 
LO (3) 2001 
XXII 2 
B (1) 1994 
HD (1) 1995 
XXIII 2 
B (1) 1999 
CH (1) 2004 
XXIV 23 
B (14) 1995, 1998, 1999 
CV (2) 1997, 2002 
HD (4) 1996, 1997, 2000 
PA (1) 1997 
CH (1) 2006 
SUH (1) 2004 
XXV 13 
B (2) 1998, 1999 
HD (9) 1991, 1993, 1997, 1998, 2004, 2006 
CV (1) 1999 
AS (1) 2009 
XXVI 2 
HD (1) 1991 
SUH (1) 1999 
XXVII 2 
HD (1) 2004 
SUH (1) 1998 
XXVIII 3 
B (1) 1998 
HD (1) 2001 
CH (1) 2007 
XXIX 4 
SUH (1) 1997 
HD (3) 1999, 2005 
XXX 2 LO (2) 2001 
XXXI 2 HD (2) 2004, 2008 
XXXII 2 HD (2) 1995, 1998 
XXXIII 2 HD (2) 1996 
XXXIV 2 
PA (1) 1997 
B (1) 1995 
XXXV 2 
HD (1) 1996 
B (1) 1998 
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Clúster Nº Cepas Origen Cepasa Año aislamiento 
XXXVI 2 B (2) 1998, 1999 
XXXVII 2 O (2) 2001 
XXXVIII 2 
B (1) 1999 
HD (1) 1999 
XXXIX 4 
HD (2) 1999, 2007 
B (2) 1999 
XL 2 HD (2) 2004, 2006 
XLI 7 B (7) 1998 
XLII 2 B (2) 1998 
aOrigen de aislamiento de las cepas (B: heces de ganado bovino; CV: carne de vacuno; 
O: heces de ganado ovino; LO: leche de ovino; AS: heces de animal silvestre; HD: 
heces de humano con diarrea; CH: colitis hemorrágica; SUH: síndrome urémico 
hemolítico; PA: portador asintomático; C: heces de caprino). En rojo se resaltan los 
clústeres que incluyen cepas de origen clínico humano y de otros orígenes 
 
 
Tal y como hemos confirmado en nuestra colección, las cepas O157 suelen ser portadoras 
de vt2 (principalmente de los subtipos vt2a y vt2c) sola o en combinación con vt1, y hay 
numerosos estudios que analizan esta correlación. Ogura et al. (2015) realizaron un análisis 
detallado de 123 cepas O157 VT2 y de sus fagos. Sus datos indican que los fagos VT2c son 
altamente homogéneos. Sin embargo, la mayoría de los fagos VT2a se clasifican en 4 subtipos 
principales de acuerdo con sus proteínas de replicación, y estos subtipos se correlacionan con 
los niveles de producción de VT2a. En un estudio realizado por Bibbal et al. (2015) en Francia 
entre los años 2010 y 2011 en el que analizaron 1.318 muestras fecales de ganado bovino 
detectaron el ECVT O157 en 18 cepas, 14 de las cuales fueron VT2c, 3 VT2a y 1 VT2a VT2c. 
En otro estudio realizado por Bonardi et al. (2015) en Italia entre los años 2011 y 2012 se 
mostraba que el ECVT O157 aislado de ganado bovino puede albergar la verotoxina VT2c, 
variante asociada al SUH en humanos. González et al. (2016) también identificaron en Brasil 
cepas ECVT O157 aisladas de ganado vacuno sano portadoras del subtipo VT2c. Por otro 
lado, Kramarenko et al. (2016) aislaron cepas ECVT O157 de la piel de ganado vacuno 
recogidas en mataderos de Estonia y el subtipo de verotoxina más frecuentemente detectado 
fue el VT2c, solo o en combinación con el subtipo VT1a. Al igual que estos autores, entre las 
cepas aisladas de origen bovino de nuestra colección también observamos estos mismos 
subtipos de verotoxinas: VT2a, VT2c y VT2a VT2c, aunque nosotros también identificamos 
en cepas de origen bovino las variantes VT1a, VT1a VT2a y VT1a VT2c. En otro trabajo 
realizado por Tostes et al. (2017) en Canadá encontraron el ECVT O157 portador de los 
subtipos VT1a VT2a en ganado bovino. En cuanto a animales silvestres, Zweifel et al. (2017) 
identificaron las variedades VT1a y VT2a en cepas ECVT O157 aisladas de renos en un 
estudio realizado en Finlandia. Por otro lado, en un estudio realizado entre los años 2010 y 
2014 en Suiza por Fierz et al. (2017) observaron las siguientes combinaciones de subtipos de 
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verotoxinas VT1a, VT2a, VT2c, VT1a VT2a, VT1a VT2c y VT2a VT2c entre las 18 cepas 
ECVT O157 de las 95 ECVT aisladas de pacientes. 
 
Es importante destacar que en el presente estudio se realizó la técnica del fagotipado, 
incluida en muy pocos estudios a nivel mundial. El fagotipado de 277 de las 289 cepas ECVT 
O157 reveló un total de 29 fagotipos: 1, 2, 4, 8, 14, 20, 21, 21var, 23, 26, 27, 28, 31, 32, 32var, 
34, 34var, 39, 42, 45, 50, 51, 54, 54v, 54var, 63, 63var, 83var y 87 (Tabla 33). No obstante, el 
68,2% (189 cepas) se pudieron englobar en tan solo 6 fagotipos: 2 (45 cepas), 8 (66 cepas), 14 
(18 cepas), 21 (11 cepas), 34 (13 cepas) y 54 (36 cepas). Los fagotipos 2 y 8 fueron los más 
frecuentemente determinados en las cepas de origen humano y de ganado bovino de nuestra 
colección, representando el 47,4% (64/135) y el 48,7% (38/78) de dichas cepas, 
respectivamente. Entre las 22 cepas aisladas de ganado ovino destacan los fagotipos 14 y 54, 
representando 59,1% (13/22). 
 
Entre las cepas de ECVT O157 se han identificado al menos 90 fagotipos (Ahmed et al. 
2001), pero sólo 7 (2, 4, 8, 14, 21/28, 32 y 54) son los que se describen como más frecuentes 
entre las cepas humanas aisladas en Canadá y Europa (Saari et al. 2001; Mora et al. 2004; 
Sánchez et al. 2010d). Los fagotipos 2 y 8 son predominantes entre las cepas humanas aisladas 
en España y en muchos otros países europeos, incluyendo a Bélgica, Finlandia, Alemania, 
Italia, Inglaterra y Escocia, mientras que el fagotipo 14 es mucho más frecuente en Canadá 
(Khakria et al. 1990; Heuvelink et al. 1995; Liesegang et al. 2000; Ahmed et al. 2001; Saari et al. 
2001; Beutin et al. 2002a; Mora et al. 2004; Jenkins et al. 2015). El ECVT O157 del fagotipo 8 
fue el causante de un brote entre diciembre de 2010 y julio de 2011 en Inglaterra, Escocia y 
Gales; en el cual se registraron 252 casos, 2 de SUH y un fallecido (Launders et al. 2016). Por 
otro lado, en un estudio realizado por Adams et al. (2016), en Inglaterra y Gales entre los años 
1983 y 2012 observaron que el fagotipo 2 se redujo hasta el 3% de los casos en 2012, mientras 
que cepas de fagotipo 8 y el fagotipo 21/28 emergieron constituyendo casi 2 tercios de los 
casos para ese mismo año 2012. También se reportó en Escocia la disminución en los fagotipo 
1, 2 y 49, junto con la aparición del fagotipo 21/28 (Pearce et al. 2009). En Irlanda, el fagotipo 
32 es el más frecuente (Carroll et al. 2005), mientras que el fagotipo 21/28 rara vez se detecta 
fuera de las Islas Británicas (Byrne et al. 2015), además se asocia significativamente con SUH 
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1 1  0 0 0 0 1 (4,8) 0 0 0 
2 45  21 (15,5) 21 (26,9) 3 (18,7) 0 0 0 0 0 
4 10  1 (0,7) 0 1 (6,2) 1 (4,5) 7 (33,3) 0 0 0 
8 66  43 (31,8) 17 (21,8) 3 (18,7) 0 3 (14,3) 0 0 0 
14 18  10 (8,9) 3 (3,8) 0 5 (22,7) 0 0 0 0 
20 1  0 0 0 0 1 (4,8) 0 0 0 
21 11  2 (1,5) 7 (9,0) 2 (12,5) 0 0 0 0 0 
21var 1  0 0 1 (6,2) 0 0 0 0 0 
23 4  1 (1,5) 3 (3,8) 0 0 0 0 0 0 
26 2  1 (1,5) 1 (1,3) 0 0 0 0 0 0 
27 4  3 (2,2) 1 (1,3) 0 0 0 0 0 0 
28 1  0 0 1 (6,2) 0 0 0 0 0 
31 4  3 (2,2) 0 0 0 0 0 1 (100) 0 
32 5  2 (2,2) 1 (1,3) 0 0 2 (9,5) 0 0 0 
32var 6  4 (3,0) 0 0 0 0 2 (100) 0 0 
34 13  8 (5,9) 3 (3,8) 1 (6,2) 1 (4,5) 0 0 0 0 
34var 1  0 0 0 1 (4,5) 0 0 0 0 
39 4  3 (2,2) 1 (1,3) 0 0 0 0 0 0 
42 1  0 0 1 (6,2) 0 0 0 0 0 
45 2  0 2 (2,6) 0 0 0 0 0 0 
50 1  1 (0,7) 0 0 0 0 0 0 0 
51 2  1 (0,7) 1 (1,3) 0 0 0 0 0 0 
54 36  13 (9,6) 7 (9,0) 2 (2,6) 8 (36,4) 4 (19,0) 0 0 2 (100) 
54v 1  1 (0,7) 0 0 0 0 0 0 0 
54var 4  0 0 0 2 (9,1) 2 (9,5) 0 0 0 
63 3  1 (0,7) 1 (1,3) 0 1 (4,5) 0 0 0 0 
63var 1  0 0 0 1 (4,5) 0 0 0 0 
83var 1  1 (0,7) 0 0 0 0 0 0 0 
87 2 1 (0,7) 0 0 0 1 (4,8) 0 0 0 
Atípico 26  14 (10,4) 9 (11,5) 1 (6,2) 2 (9,1) 0 0 0 0 
TOTAL 277 135 78 16 22 21 2 1 2 
En rojo los fagotipos indentificados en ≥ 10 cepas y que englobaron el 68,2% de las 277 cepas ECVT O157 
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Al igual que Adams et al. (2016), nosotros también observamos una disminución en la 
prevalencia del fagotipo 2, pasando de un 25,8% en el período 1980-1999 a un 4,8% en el 
período 2000-2009. Por el contrario, el fagotipo 8 aumentó, pasando de un 19,9% a un 28,6% 
en los mismos períodos (Tabla 34 y Figura 18). Nuestros resultados indicaron un aumento en 
la detección del fagotipo 54 pasando de un 6,6% a un 20,6%. Durante el período 1980-1999 
identificamos el fagotipo 54 principalmente en heces de ganado bovino; sin embargo, en el 
período 2000-2009 lo identificamos mayoritariamente en cepas aisladas de casos clínicos 
humanos, de leche de oveja y ciervo (Tabla 34 y Figura 18). La disminución observada del 
fagotipo 2 y el aumento del 54 entre ambos periodos resultaron ser estadísticamente 
significativas (p <0,05). Es importante resaltar que tanto en España como en otros países, los 
fagotipos predominantes entre las cepas de origen bovino son también los más comunes entre 
las cepas aisladas de seres humanos, lo que es coherente con el hecho de que el ganado bovino 
está reconocido como el principal reservorio (Mora et al. 2004). 
 
 















































































2 39 (25,8%) 16 21 2 0 0 0 
4 3 (2%) 1 0 1 1 0 0 
8 30 (19,9%) 12 17 1 0 0 0 
14 14 (9,3%) 9 3 2 0 0 0 
21/28 10 (6,6%) 1 7 2 0 0 0 
34 4 (2,6%) 1 3 0 0 0 0 
54 10 (6,6%) 3 7 0 0 0 0 
otros 41 (27,2%) 17 20 2 2 0 0 
TOTAL 
ANALIZADOS 












2 6 (4,8%) 5 0 1 0 0 0 
4 7 (5,5%) 0 0 0 0 7 0 
8 36 (28,6%) 31 0 2 0 3 0 
14 4 (3,2%) 1 0 0 3 0 0 
21/28 2 (1,6%) 1 0 1 0 0 0 
34 9 (7,1%) 7 0 1 1 0 0 
54 26 (20,6%) 10 0 2 8 4 2 
Otros 36 (28,6%) 20 0 1 8 7 0 
TOTAL 
ANALIZADOS 126 (100%) 75 0 8 20 21 2 
 
 




Figura 18. Distribución de fagotipos según período de aislamiento de las cepas 
 
 
Como conclusión, confirmamos que las cepas ECVT O157 están presentes en diferentes 
reservorios de nuestra área sanitaria y de diferentes partes de la geografía española. A pesar de 
la diversidad genética que muestran sus perfiles de restricción, la mayoría de las cepas 
pertenecen a la ST11 y presentan un perfil de virulencia conservado (eae-γ,1 vt1a, vt2a, vt2c, 
E-hlyA, katP, stcE). Por la similitud encontrada en nuestros análisis, ganado bovino, ovino y 
animales silvestres son reservorios potenciales de las cepas implicadas en patología humana, y 
los alimentos derivados (leche y carne) actuarían como potenciales transmisores. En este 
estudio se describen por primera vez 5 de las 6 ST asociadas a este serotipo de ECVT (ST1799, 












































 Figura 19. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 289 cepas ECVT O157:[H7] Continúa en página siguiente 
 





Figura 19. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 289 cepas ECVT O157:[H7] Continúa en página siguiente 
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 4.5.2. Grupo clonal O26:[H11]/HNM-B1-ST21/ST29 
 
En el presente estudio se incluyeron 125 cepas del serogrupo O26. Sesenta y tres de las 
125 eran de origen clínico humano, 34 de heces de ganado bovino, 9 de heces de ganado 
ovino, 6 de carne de vacuno, 8 de leche de oveja y 5 de animales silvestres (4 de corzo y 1 de 
jabalí) aisladas entre los años 1987 y 2009 en diferentes zonas geográficas españolas, si bien 
todos los aislamientos de origen humano procedían del hospital de nuestra ciudad (Tabla 19). 
 
Dentro de este serogrupo se determinaron mediante caracterización fenotípica y 
molecular 2 serotipos (O26:[H11] y O26:HNM). En cuanto a los genes asociados a la 
virulencia, el 100% de las cepas fueron positivas para el gen eae (subtipo eae-β1) y el 70% (88 
cepas) fueron positivas para vt. Dentro de las que resultaron positivas para los genes 
codificadores de las verotoxinas, la mayoría (85 cepas) fue vt1 (del subtipo vt1a), y 4 cepas vt2 
(3 cepas vt2a y 1 que no pudo ser tipificada). Otros genes prevalentes en este grupo fueron E-
hlyA (87 cepas), katP (71 cepas), espP (70 cepas), iutA (100 cepas). Ninguna de las cepas 
O26:[H11]/HNM analizadas resultó positiva para los genes subAB, stcE o saa. En este grupo 
clonal se analizaron adicionalmente los genes cnf (3 cepas positivas para cnf3), el gen de la α-
hemolisina hlyA (10 cepas positivas), y el gen bfp (ninguna cepa positiva). 
 
La mayoría de las cepas O26:[H11]/HNM de nuestro estudio (122 de las 125) resultaron 
ser fermentadoras de sorbitol y positivas para la β-glucuronidasa (118 de las 125). También la 
mayoría (120 cepas) crecieron en MACSTC, de las que 119 resultaron positivas para terB/D de 
resistencia al telurito. Se realizó además el test de fermentación de los azúcares ramnosa y 
dulcitol, resultando positivas 13 y 24 cepas, respectivamente (Tabla 27 y Figura 20). 
 
En esta colección se ha definido un único grupo clonal en base a filogrupo y ST 
(O26:[H11]/HNM-B1-ST21/ST29) puesto que las 2 ST determinadas (ST21 y ST29) 
constituyen SLV con una única diferencia alélica en el gen adK (Tabla 30). El dendrograma 
generado del análisis de los perfiles de macrorrestricción de las 125 cepas O26:[H11]/HNM 
(Figura 20) mostró una identidad global del 63%. Dentro de esta variabilidad se apreció una 
clara distribución en 2 grupos: todas las cepas positivas para vt1, vt2, E-hlyA, katP, espP, iutA 
en el Grupo A (similitud 65,3%); y todas las cepas positivas para la α-hemolisina (hlyA) en el 
Grupo B (similitud 69,9%). Se detectaron un total de 27 clústeres de similitud >85%, de los 
cuales 11 incluían cepas aisladas de patología humana y de otros orígenes (clústeres I, II, III, 
VI, VIII, IX, XIV, XV, XVI, XVII, XXVI). Destaca el clúster II con 23 cepas de origen 
humano, ovino y bovino (alimentos y portadores en ambos casos). Además se detectaron 
cepas aisladas de animales silvestres (corzo) con alta similitud con cepas de origen humano 
(clústeres III, VI, VIII). En la Figura 21 se muestran con más detalle las 34 cepas 
correspondientes a los clústeres II a V (82,6% de identidad), en los que se pueden apreciar 
como cepas de origen clínico humano tenían una similitud >85% con cepas de origen bovino 
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y ovino, así como 1 cepa aislada de heces de un jabalí formando clúster (identidad >85%) con 
cepas aisladas de heces de ganado bovino. 
 
Las cepas de E. coli del serogrupo O26 se clasificaron originalmente como ECEP por su 
asociación con brotes infantiles de diarrea en 1940 (Orskov, 1951; Levine, 1987). Más tarde, 
Konowalchuck et al. (1977) observaron que algunas cepas O26 tenían actividad tóxica para las 
células vero. Análisis posteriores de los genes de virulencia en E. coli O26 mostraron la 
existencia de 2 grupos: los ECEP O26 que se caracterizan por la presencia de la isla de 
patogenicidad LEE y, por otro lado, los ECVT O26 que se caracterizan por ser cepas que 
además de portar la isla LEE, poseen los genes que codifican para las verotoxinas VT1 y/o VT2 
(Leomil et al. 2005; Jenkins et al. 2008). Se han aislado cepas del serogrupo O26 pertenecientes 
a uno u otro patotipo (ECVT y ECEP) de casos clínicos humanos en diferentes zonas del 
mundo (Elliot et al. 2001; Paciorek, 2002; Jelacic et al. 2003; Vaz et al. 2004), asociadas 
frecuentemente con CH y SUH. Como consecuencia, estas cepas fueron incluidas en el grupo 
definido como enterohemorrágico (ECEH) junto con otros serogrupos como el O157, O103, 
O111 y O145 (Nataro y Kaper 1998). 
 
En el estudio de Leomil et al. (2005) se detectaron los 2 grupos de cepas O26 
referenciados en el apartado anterior. Analizaron 23 cepas O26:H11 aisladas en Alemania y 
Brasil de origen clínico humano y de animales entre los años 1947-2003. Encontraron un 
grupo constituido por cepas ECVT y ECEP no fermentadoras de ramnosa ni dulcitol, y que 
eran portadoras del plásmido ECEH asociado a los genes E-hlyA, katP, espP e iutA; y un 
segundo grupo de cepas ECEP O26:HNM portadoras del plásmido que codifica para la α-
hemolisina, pero negativas para el plásmido de ECEH asociado a la enterohemolisina, capaces 
de fermentar los azúcares ramnosa y dulcitol. En concordancia con estos resultados, nosotros 
también observamos estos 2 grupos en las cepas de nuestra colección O26. Por un lado un 
grupo de 113 cepas en el que la mayoría eran verotoxigénicas y productoras de 
enterohemolisina; dentro de este grupo, la mayoría de cepas (94 cepas) pertenecía al serotipo 
O26:H11 y el resto eran del serotipo O26:HNM. Por otro lado, detectamos un segundo grupo 
de 12 cepas que no eran verotoxigénicas y tampoco productoras de enterohemolisina, todas 
ellas pertenecían al serotipo O26:HNM y eran negativas para los genes katP, espP, iutA; estas 
cepas fueron negativas asimismo para el gen bfp (bundle forming pili), por lo que se trataría de 
cepas ECEP atípicas (ECEPa). Dentro de este grupo de ECEPa, 10 cepas fueron productoras 
de α-hemolisina y 8 de ellas fermentadoras de los azúcares ramnosa y dulcitol; adicionalmente 
2 fermentaron únicamente la ramnosa. Es probable que ambos grupos de cepas O26 tengan 
un ancestro común, el O26:H11-eae-β1, que haya evolucionado en 2 linajes, por un lado el 
O26:[H11] ECEP/ECVT no fermentador de ramnosa y dulcitol y por otro lado el O26:HNM 
ECEP fermentador de ramnosa y dulcitol (Leomil et al. 2005). 
 
Entre las cepas ECVT no O157, el serotipo O26:H11 ha emergido como el serotipo más 
común asociado con diarrea y SUH en todo el mundo (Gerber et al. 2002; Tozzi et al. 2003; 
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Beutin et al. 2004; Brooks et al. 2005; Vally et al. 2012; Bielaszewska et al. 2013; Gould et al. 
2013). Se han descrito altas tasas de prevalencia de ECVT O26 en pacientes con SUH y diarrea 
en numerosos países: República Checa (Bielaszewska et al. 1996.), Dinamarca (Ethelberg et al. 
2004), Finlandia (Eklund et al. 2001), Italia (Tozzi et al. 2003), Suiza (Käppeli et al. 2011) y 
España (Blanco et al. 2004; Mora et al. 2011). Además, los datos de asociación de ECVT O26 y 
SUH o diarrea en América del Norte (Jelacic et al. 2003; Brooks et al. 2005; Gilmour et al. 
2005; Hedican et al. 2009), América del Sur (Vaz et al. 2004; Rivas et al. 2006a), Australia 
(Elliott et al. 2001) y Asia (Hoshina et al. 2001; Hiramatsu et al. 2002) evidencian la 
importancia mundial del ECVT O26. Shen et al. (2015) también observaron que el O26:H11 
fue uno de los más frecuentemente detectados en casos clínicos humanos en EE.UU. en un 
estudio realizado entre los años 2002 y 2010 en el que analizaron 359 muestras de distintos 
orígenes de aislamiento (alimentos, animales y humanas). Del mismo modo, en el período 
2010-2014, 19 países de la UE detectaron 2.356 casos confirmados de ECVT O26, la mayoría 
de los cuales se observaron en Irlanda, seguido de Alemania y Suiza (EFSA-ECDC, 2016). 
Entre los O26 el serotipo más común implicado en brotes es el O26:H11 (Kaspar et al. 2010). 
De los brotes más recientes por O26:H11 destacan el de una guardería de Colorado en el año 
2011 (Brown et al. 2012), otro en Bélgica en el año 2007 asociado a helados (De Schrijver et al. 
2008) y otro también en el año 2007 en Dinamarca asociado a salchichas de ternera (Ethelberg 
et al. 2007). Más recientemente, en el año 2012, el ECVT O26 fue el causante de otro brote 
ocurrido en 11 estados de EE.UU., en el que 29 personas resultaron afectadas, 7 de las cuales 
tuvieron que ser hospitalizadas aunque ninguna de ellas llegó a desarrollar el SUH; el brote fue 
asociado al consumo de brotes germinados de trébol crudo (CDC, 2012c). En nuestro país, 
también hemos identificado el O26:H11 entre los serotipos más frecuentemente asociados a 
cepas de ECVT aisladas de casos clínicos humanos en Lugo en los estudios realizados entre 
1992 y 1999 (Blanco et al. 2004; Mora et al. 2011) y entre los años 2003-2013 (Mora et al. 
2011; LREC datos sin publicar). 
 
En cuanto a los reservorios, el ganado vacuno puede ser portador de cepas O26 ECVT y 
EPEC que pueden causar enfermedades graves en los seres humanos (Jeon et al. 2006; Sasaki 
et al. 2012; Paddock et al. 2013b). Las cepas ECEP y ECVT O26 también se aíslan 
frecuentemente de ganado porcino, ovino, caprino, conejos y pollos (Rios et al. 1999; Cid et al. 
2001; Kobayashi et al. 2001; Mercado et al. 2004; Krause et al. 2005) y también se han aislado 
de productos cárnicos de origen animal (Hussein y Sakuma, 2005; Dambrosio et al. 2007) y 
productos lácteos (Steele et al. 1997). El ECVT O26 también ha sido asociado a diarrea y 
disentería en terneros (Sherwood et al. 1985; Mainil et al. 1987; Caprioli et al. 1993; Blanco et 
al. 1994; Paton y Paton, 1999; Sandhu y Gyles, 2002; Lee et al. 2008). Además, se conoce que 
algunas cepas O26 tienen la capacidad de sobrevivir en los hospedadores y granjas durante 
largos periodos de tiempo con el consiguiente riesgo para los humanos (Geue et al. 2009); por 
ejemplo, los ECVT O26 pueden sobrevivir en las heces del ganado bovino 18 semanas a 15 ºC 
(Fukushima et al. 1999) y también pueden sobrevivir en suelos abonados con estiércol durante 
largos periodos de tiempo entre 4 y 20 ºC (Fremaux et al. 2008). En España hemos aislado 
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cepas ECVT O26 en ganado bovino con los antígenos HNM, H11, siendo el serotipo O26:H11 
el más frecuente en un estudio realizado en 514 cepas ECVT aisladas de ganado bovino 
(Blanco et al. 2004c). Aunque en menor proporción, también detectamos el ECVT O26:H11 
en ganado ovino (Blanco et al. 2003b; Horcajo et al. 2010), sin embargo no se detectaron 
ECVT O26 en amplios estudios realizados en caprino (Orden et al. 2003, 2008; Rey et al. 
2003). En alimentos, también detectamos el serogrupo O26 en 15 cepas (1 O26:H8; 11 
O26:H11; 2 O26:HNM; 1 O26:H42) de las 149 ECVT aisladas de carne picada de vacuno en la 
ciudad de Lugo, analizadas entre 1995-2009 (Mora et al. 2007a; Herrera, 2015). En otro 
estudio, realizado por nuestro grupo entre los años 2009-2012, aislamos 4 ECVT O26:H11, 2 
de carne de vacuno y 1 ECVT O26:H11 de carne de porcino y 1 de pechuga de pollo, sin 
embargo, no aislamos el ECVT O26 en productos agrícolas ni en productos lácteos entre las 
1.253 muestras analizadas (Herrera, 2015). 
 
También en la fauna silvestre se han aislado cepas de ECVT O26. En un estudio realizado 
en Galicia entre los años 2009 y 2010 (Mora et al. 2012a) detectamos las 5 cepas ECVT 
O26:H11, incluidas en la presente tesis, entre 701 muestras de heces procedentes de jabalíes, 
corzos y lobos. Miko et al. (2009) detectaron ECVT O26 en carne de animales silvestres en un 
estudio realizado en Alemania entre los años 1998 y 2006, con 2 aislamientos de carne de 
liebre y 1 de carne de ciervo entre las 140 cepas ECVT recuperadas; y lo que es más 
importante, en este estudio compararon las cepas aisladas de carne de animales silvestres con 
cepas de otros orígenes de aislamiento y observaron que las cepas ECVT O26:H11 de carne de 
animales silvestres formaban clúster (>85% de identidad) con cepas aisladas de carne de 
ganado bovino y con cepas aisladas de casos clínicos humanos. Hemos encontrado también 
similitud entre los aislados de fauna silvestre y las cepas ECVT O26 de otros orígenes; de 
hecho, las 5 cepas forman clúster (>85% similitud) con cepas de origen clínico humano, de 
heces de ganado bovino con diarrea, de carne de ganado vacuno y de heces de ganado ovino 
(clústeres III, V, VI y VIII; Figura 20). 
 
El ECVT O26 representa un grupo evolutivamente muy dinámico, que genera 
rápidamente nuevos clones patógenos (Zhang et al. 2000b; Bielaszewska et al. 2007b). Ejemplo 
de ello es la emergencia de un clon altamente virulento de ECVT O26:H11/HNM en 
Alemania a mediados de 1990, portador del gen que codifica para la verotoxina VT2a (Zhang 
et al. 2000b). Estas cepas se han ido identificando de forma creciente en EE.UU. (Misselwitz et 
al. 2003; Brooks et al. 2005) y Europa (Allerberger et al. 2003; Käppeli et al. 2011). Se ha 
planteado la hipótesis de que las cepas O26 portadoras del gen vt2 son más virulentas y se 
asocian con un mayor riesgo de SUH, en comparación con las cepas que son predominantes 
en el ganado bovino y sólo portan vt1 (Bielaszewska et al. 2013). Por otro lado, en Argentina la 
mayoría de las cepas aisladas de animales, alimentos y muestras clínicas son portadoras de los 
subtipos vt1a y/o vt2a (Krüger et al. 2015). Curiosamente, el ECVT O26:H11 portador del 
subtipo vt2a, raramente detectado en ganado bovino en otros países, constituye una parte 
importante de las cepas O26:H11 que circulan en el ganado y los alimentos en Argentina 
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(Krüger et al. 2015). Krüger et al. (2015) observaron que las cepas ECVT O26:H11 que 
circulan en Argentina, incluyendo las aisladas de seres humanos, ganado bovino y productos 
cárnicos, presentan un alto potencial patógeno, y sugieren que el ganado bovino puede ser un 
reservorio de cepas O26:H11 portadoras de vt2a. La virulencia del O26:H11 vt2 positivo 
podría diferir del O26:H11 vt1, que parece estar asociado con presentaciones clínicas más 
moderadas (Ethelberg et al. 2009). En España, hemos detectado este tipo de cepas con muy 
baja frecuencia; de hecho, en nuestra colección de 125 cepas únicamente detectamos 4 cepas 
ECVT O26 vt2: 1 aislada de un caso clínico humano con diarrea de 1998 (vt2a,), 2 aisladas en 
1997/1998 de heces ovinas (vt1a vt2a) y 1 de origen ovino aislada en 1997 que finalmente 
perdió el gen vt2. 
 
Las 125 cepas ECVT O26 de nuestro estudio mostraron 2 ST diferentes. En la base de 
datos de Enterobase (http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/allele_st_search) se puede 
visualizar que en la predicción de los serotipos asociados a los genomas ST21 ensamblados en 
esta plataforma se obtienen los siguientes resultados: O26:H11, O103:H11, O118 or 
O151:H16; O123 or O186:H11. Por otro lado, en la predicción de los serotipos asociados a los 
genomas ST29 ensamblados en Enterobase se detecta una mayor heterogeneidad (O26:H8, 
O26:H11, O34:H9, O109:H11, O111:H25, O118 or O151:H9, O119:H8, O128:H8, O177:H11, 
O186 or O123:H11). Entre las cepas ECVT de la presente tesis, también determinamos la ST21 
asociada al grupo clonal O118:H16/HNM-B1-ST21 (Tabla 30). Hemos comparado los perfiles 
de macrorrestricción de los 2 grupos clonales ST21 y constatamos que las 13 cepas 
O118:H16/HNM-B1-ST21 se distribuyeron en el dendrograma con las 125 cepas 
O26:[H11]/HNM-B1-ST21/ST29, formándose 3 pequeños clústeres de identidad >85% con 
cepas de ambos grupos (ver discusión en el apartado 4.6.2.1. Estructura y relaciones genéticas 
de la población de ECVT). Tanto el análisis comparativo de los perfiles de macrorrestricción, 
como los perfiles genéticos (todas las cepas O26 y O118 son vt1a eae-β1 iutA) y filogenéticos 
señalarían el origen clonal común, con una diversificación genética posterior. 
 
Eichhorn et al. (2015) analizaron las relaciones filogenéticas en una colección de 250 
cepas pertenecientes a los principales serogrupos definidos como enterohemorrágicos (ECEH): 
O26, O103, O111 y O145 de distintos orígenes de aislamiento, y determinaron que más del 
40% se agrupaban dentro del ST29 Cplx. Igual que nosotros encontraron que las cepas ECVT 
y ECEPa se agrupaban mostrando la estrecha relación de estos patotipos. Se ha sugerido para 
aislamientos O26 el concepto de interconversión entre ECVT O26 y ECEPa por la pérdida, así 
como por la ganancia, de los profagos vt a través de la conversión lisogénica (Bielaszewska et 
al. 2007b). Aplicando el concepto de conversión bidireccional (la posible pérdida y ganancia 
de elementos genéticos móviles) a los aislamientos dentro de ST29 Cplx, se podría hipotetizar 
que las cepas ECEP podrían funcionar como cepas pre-ECVT que integran nuevamente el 
profago vt en sus genomas. Por otro lado, las cepas ECEP también pueden ser cepas ECVT 
que han perdido el bacteriófago vt y, simultáneamente, la capacidad de secretar VT. 
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El análisis filogenético llevado a cabo por Bletz et al. (2013) de cepas ECVT 
O26:H11/HNM aisladas de portadores asintomáticos y de pacientes con diarrea o SUH entre 
los años 1965 y 2012 sugiere un modelo evolutivo en el que existe una población estable de 
cepas O26 en un nicho y sólo unas pocas cepas con ventajas evolutivas son transferidas a un 
nuevo nicho. Estos nuevos nichos podrían explicar la emergencia de las cepas altamente 
virulentas de E. coli O26 (Bletz et al. 2013). Por otro lado, Norman et al. (2015) apoyan la 
hipótesis de que existe una población de cepas O26 no patógenas en el ambiente que por 
selección se han adaptado al ganado bovino. Estas cepas pueden haber adquirido factores de 
virulencia antes o después de adaptarse al ganado bovino como resultado de presiones 
selectivas y posteriormente, estas cepas virulentas pueden pasar a los seres humanos donde 
causarían infecciones. 
 
Aunque nosotros únicamente aislamos cepas ECVT de este serogrupo en pacientes con 
diarrea, los serotipos O26:H11/HNM están comúnmente asociados a SUH y a brotes 
(Misselwitz et al. 2003; Kaspar et al. 2010), por lo que se le asignó el seropatotipo B de la 
clasificación de Karmali et al. (2003). 
 
Por tanto, nuestros resultados indicarían que el grupo clonal O26:[H11]/HNM-B1-
ST21/ST29 está ampliamente diseminado en el área sanitaria de Lugo, y que el ganado vacuno 
en nuestra Comunidad, y el ovino en otras partes de España, juegan un papel epidemiológico 
importante en el mantenimiento y transmisión de este tipo de ECVT al hombre, dada la 
similitud demostrada entre los perfiles de macrorrestricción de las cepas de origen clínico 
humano, bovino y ovino. Además, es importante destacar que en nuestra Comunidad la fauna 
silvestre también podría actuar como un importante reservorio de este tipo de cepas, dada la 
alta similitud encontrada con los perfiles de macrorrestricción de cepas de origen clínico 
humano. Nosotros corroboramos, al igual que otros autores, la relación filogenética entre los 
patotipos ECVT y ECEPa del serogrupo O26. 



















































































































































































Figura 21. Detalle del dendrograma de la Figura 20 en el que se aprecian las cepas de los clústeres II-V 
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 4.5.3. Grupos clonales O146:[H21]-B1-ST442 y O146:[H28]-F-ST738 
 
En el presente estudio se incluyeron 119 cepas del serogrupo O146. Dieciocho de las 119 
cepas eran de origen clínico humano, 1 de heces de ganado bovino, 31 de heces de ganado 
ovino, 12 de heces de ganado caprino, 49 de heces de animales silvestres (incluidos 44 de 
cérvidos, 4 de jabalí y 1 de zorro) y 8 de alimentos (1 de carne de vacuno, 5 de leche de oveja y 
2 de lechuga) (Tabla 19). 
 
Mediante serotipado y tipificación molecular determinamos 2 serotipos (O146:[H21] y 
O146:[H28]), que en base a su serotipo, filogrupo y ST definieron 2 grupos clonales 
(O146:[H21]-B1-ST442 y O146:[H28]-F-ST738) claramente diferenciados (Figura 22, Figura 
23, Figura 24). 
 
Concretamente, el grupo clonal O146:[H21]-B1-ST442 incluye 100 cepas aisladas entre 
los años 1994 y 2011, de diferente origen geográfico (Extremadura, Murcia, León y Galicia) y 
de aislamiento (heces de ganado ovino, caprino, bovino, animales silvestres y humanos; leche 
de ganado ovino y lechugas). En la caracterización de sus genes de virulencia encontramos 
que la mayoría de las cepas O146:[H21] eran positivas para los genes vt1c (85 cepas), vt2b (88 
cepas), E-hlyA (76 cepas) e iutA (70 cepas); adicionalmente 1 cepa era portadora de vt2a y 1 
cepa originariamente vt1 perdió el gen, por lo que no pudo ser tipificada. Todas las cepas de 
este grupo clonal resultaron negativas para los genes eae, katP, espP, saa, stcE, subAB (su 
variante plasmídica). Además se analizó un grupo representativo de cepas para la variante 
cromosómica del gen subAB, 56 de las 59 (95%) cepas analizadas para este gen resultaron 
positivas y figuran en el dendrograma en negrita (su código de cepa) como subAB* (Figura 
22). Con la excepción de 1 cepa, las O146:[H21] crecieron en MACSTC y fueron positivas 
para los genes terB/D de resistencia al telurito; 5 cepas resultaron no fermentadoras del 
sorbitol y 3 negativas para la β-glucuronidasa (Tabla 27). 
 
En la Figura 22 se muestra el dendrograma generado del análisis de los perfiles de 
macrorrestricción de estas 100 cepas O146:[H21], que globalmente mostraron una similitud 
del 55,7%. A pesar de esta heterogeneidad, se detectaron 19 clústeres (I-XIX) con una 
identidad >85%, de los que 3 (clústeres I, VI y XI) incluían cepas de origen clínico humano 
junto con cepas de origen silvestre y ovino (clúster I), cepas de origen ovino (clúster VI) y 
cepas de origen bovino/ovino (clúster XI). En la Figura 23 se muestra el detalle de los clústeres 
I a VII del dendrograma anterior. Es de destacar que entre los clústeres VI y VII se agrupan 13 
cepas con una identidad del 84,5%, incluyendo cepas de origen ovino, de productos agrícolas 
(lechuga) y de origen clínico humano, aisladas en diferentes zonas geográficas. 
 
Por otro lado, identificamos el grupo clonal O146:[H28]-F-ST738 casi exclusivamente de 
cepas de origen animal, y específicamente silvestres (16 de heces de ciervo, 1 de corzo, 1 de 
gamo y 1 de origen clínico humano), aisladas entre los años 2007 y 2011, en Lugo y 
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Extremadura. Las 19 cepas de este grupo clonal eran portadoras de los genes vt2b y E-hlyA; 
solo 1 cepa era vt1, pero había perdido el gen por lo que no pudo subtiparse; todas las cepas de 
este grupo clonal resultaron negativas para los genes eae, katP, espP, subAB (variante 
plasmídica), saa, iutA, stcE. Adicionalmente, 4 de 8 cepas representativas analizadas para la 
variante cromosómica del gen subAB fueron positivas (figuran en negrita en el dendrograma) 
(Figura 24). El análisis de los perfiles de macrorrestricción de estas cepas identificó 4 pequeños 
clústeres (>85% de identidad) y globalmente las cepas mostraron únicamente un 64,8% de 
similitud. 
Según la revisión de Bettelheim (2007), las cepas ECVT del serogrupo O146 se han 
descrito en humanos tanto sanos como enfermos (aunque mayoritariamente en enfermos). En 
un estudio llevado a cabo por Beutin et al. (2004) entre los años 1997 y 1999 en Alemania, 
detectaron el serotipo O146:H21 en 15 cepas y el O146:H28 en 7, de las 677 ECVT aisladas de 
casos clínicos. Años más tarde, el ECVT O146:H21 se encuentra entre los serotipos más 
frecuentemente reportados en los casos de infecciones humanas entre 2007-2010 (EFSA, 
2013). En España, el ECVT O146 fue identificado por nuestro grupo en pacientes del HULA 
en un estudio realizado entre los años 1992 y 1999 (Blanco et al. 2004), en el que se aislaron 3 
cepas del serotipo O146:H21 entre las 5.054 muestras analizadas. Posteriormente, en un 
segundo estudio realizado en este mismo hospital entre los años 2003-2013, se detectaron 18 
cepas del serogrupo O146 entre las 391 cepas ECVT aisladas (Mora et al. 2011; LREC datos sin 
publicar). 
En cuanto a los reservorios, el ECVT O146:H21 se ha aislado del ganado ovino en 
diferentes países como Brasil, Alemania y México (Vettorato et al. 2003; Beutin et al. 1997a; 
Amézquita-López et al. 2012) y, principalmente, de animales silvestres (alce, ciervo, corzo, 
jabalí) o sus productos (Miko et al. 2009; Franklin et al. 2013). En el caso del ECVT 
O146:H28, se describen como reservorios fundamentales los animales silvestres (Beutin et al. 
2007; Miko et al. 2009; Eggert et al. 2012). En España se confirman los hallazgos de otros 
países, de manera que el aislamiento de cepas O146:H21 y O146:H28 está fundamentalmente 
asociado a pequeños rumiantes (Orden et al. 2003, 2008; Rey et al. 2003; Cortés et al. 2005) y a 
animales silvestres (distintos tipos de cérvidos, pero también jabalí) (Sánchez et al. 2009a, 
2010a; Mora et al. 2012a; Alonso et al. 2017). 
Al igual que nosotros, otros autores describen una alta variabilidad en los perfiles de 
PFGE de las cepas ECVT O146. Sánchez et al. (2009a), por ejemplo, encontraron una 
similitud menor al 60% en los perfiles de PFGE de los 25 aislamientos de ECVT O146 de 
animales silvestres abatidos en cacerías en un estudio realizado en Extremadura entre los años 
2004 y 2005; o Leotta et al. (2006), que también encontraron un alto grado de polimorfismo 
entre 6 cepas ECVT O146:H28 aisladas de mamíferos no domésticos en cautiverio. Destaca 
asimismo el estudio llevado a cabo por Miko et al. (2009) en Alemania entre los años 1998 y 
2006, en el que se compararon cepas aisladas de carne de animales silvestres con cepas de 
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animales de granja, de productos derivados de dichos animales, y con cepas de origen clínico 
humano. Igual que nosotros describieron una alta heterogeneidad entre las cepas ECVT O146, 
con solo un 69% de identidad global entre las O146:H21 y menos de un 75% entre las 
O146:H28. En su colección identificaron cepas de origen clínico humano y aisladas de carne 
de animales silvestres con más de un 85% de similitud pertenecientes al serotipo O146:H28. 
 
Todas las cepas O146:H21/H28 de nuestra colección resultaron negativas para la variante 
plasmídica de la SubAB (denominada SubAB1). Sin embargo, la variante de la SubAB 
localizada en el cromosoma (subAB2) la detectamos en este estudio en 56 de las 59 cepas 
analizadas del serotipo O146:H21 y en 4 de las 8 cepas analizadas del serotipo O146:H28. 
Como ya se comentó en la introducción de esta tesis doctoral, además de las toxinas VT, los 
ECVT pueden sintetizar la adhesina intimina (codificada por eae), una enterohemolisina 
codificada por plásmido (E-hlyA) o una proteína autoaglutinante (Saa) entre otros factores de 
virulencia (Gyles, 2007). Además, la subtilasa (SubAB) es una citotoxina elaborada por 
algunas cepas de ECVT que generalmente carecen de la isla de patogenicidad LEE, asociada 
con letalidad en ratones y células humanas y la mejora de la supervivencia de E. coli en 
macrófagos (Paton et al. 2004). Se han descrito 4 variantes de SubAB: un operón subAB1 
transportado por plásmido, generalmente coubicado con el gen saa, y 3 variantes 
cromosómicas (subAB2-1, subAB2-2 y subAB2-3). El operón subAB2-1 se encuentra en la isla de 
patogenicidad cromosómica SEPAI, cerca del gen tia que codifica una invasina en el grupo de 
los E. coli enterotoxigénicos, mientras que el subAB2-2 se encuentra junto a un gen que codifica 
una proteína de flujo de membrana externa y asociado a genes de un sistema de secreción de 
tipo I (Paton et al. 2004, Funk et al. 2013; Michelacci et al. 2013) y, por último, la variante 
subAB2-3 que se asoció a un gen que codifica para una proteína de función aún desconocida y 
que se encuentra 527 pb después del locus subAB (Nüesch-Inderbinen et al. 2015; Tasara et al. 
2017). Nuestros hallazgos con respecto a la detección de la variante subAB2 en las cepas ECVT 
O146:H21/H28 corroboran lo observado en estudios previos, como por ejemplo, el estudio 
llevado a cabo por Orden et al. (2011) en el que se analizaron 261 cepas ECVT aisladas entre 
los años 1993 y 2005, detectando dicho gen asociado al serotipo O146:H21/HNM en 12 cepas 
aisladas de ganado caprino y en 8 cepas O146:H21 aisladas de ganado ovino. Michelacci et al. 
(2013) identificaron la variante subAB2 en las 19 cepas del serogrupo O146 aisladas de las 123 
cepas ECVT que analizaron de ganado ovino sano; también detectaron la variante subAB2 en 
24 de las 26 cepas ECVT O146:H21 y en 4 de las 7 cepas O146:H28 entre las 177 ECVT que 
aislaron de origen clínico humano. Del mismo modo, en un estudio llevado a cabo por 
Sánchez et al. (2013), entre los años 2009-2011 en el que analizaron 59 cepas ECVT aisladas de 
ciervo y jabalí, detectaron la variante subAB2 en 2 cepas O146:H21 (1 aislada de heces de jabalí 
y otra aislada de heces de ciervo) y en 14 cepas O146:HNM (13 aisladas de heces de ciervo y 1 
de canales de ciervo). 
 
En cuanto a las secuencias tipo descritas en la colección de cepas ECVT O146 de este 
estudio, en la base de datos de Enterobase 
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https://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/ecoli, la ST442 figura en más de 200 entradas, 
en su mayoría genomas y aparece asociada a diferentes serotipos, mayoritariamente O146:H21 
de diferentes orígenes (humano, medio ambiente, animal), pero también al O91:H21, 
O103:H21, O156:H21 y O174:H21. En nuestra colección también determinamos la ST442 en 
las cepas O91:[H21] (ver apartados 4.4 y 4.6.2.1.). Por otro lado, la ST738 aparece identificada 
en muy pocas entradas (11 asociadas a genomas y 1 de la anterior legacy database), asociadas 
al serotipo O146:H28 y origen humano (en las 9 que figura el dato). 
 
En la clasificación de Karmali (Karmali et al. 2003), al grupo de ECVT O146:H28 se le 
asignaría el seropatotipo C puesto que se ha descrito implicado en un caso de SUH pero nunca 
se le ha asociado con brotes (Stritt et al. 2013), mientras que al grupo de ECVT O146:H21 se le 
asignaría al seropatotipo D por aparecer vinculado a casos moderados de diarrea. 
 
En resumen, nuestros resultados indicarían que el grupo clonal O146:[H21]-B1-ST442 
tendría como reservorios importantes fauna silvestre, el ganado ovino, ganado caprino 
mientras que el grupo clonal O146:[H28]-F-ST738 aparecería claramente asociado a fauna 
silvestre, concretamente, cérvidos. A pesar de la heterogeneidad detectada en sus perfiles de 
macrorrestricción, tanto un grupo como otro tienen un perfil de virulencia característico. La 
alta prevalencia del O146:[H21]-B1-ST442 en nuestra área sanitaria, implicado en casos 
clínicos moderados (diarrea), tendría relación con su mantenimiento en diferentes reservorios 
(domésticos y silvestres). Hemos demostrado, además, la alta similitud de algunos de estos 











































































































































































































































Figura 23. Detalle del dendrograma de la Figura 22 en el que se aprecian las cepas de los clústeres I-VII. Se indica en negrita el código de las cepas analizadas para 
la variante cromosómica del gen subAB, cuyos resultados positivos se muestran como subAB* 









Figura 24. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las19 cepas ECVT O146:[H28]. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, año 
de aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia. *FV 7853 originariamente vt1. Se indica en negrita el código de las cepas analizadas para la 
variante cromosómica del gen subAB, cuyos resultados positivos se muestran como subAB* 
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 4.5.4. Otros grupos clonales 
  
4.5.4.1. Grupos clonales O5:HNM-A-ST342, O5:HNM-A-ST1797 y O5:HNM-B1-
ST447 
 
Se analizaron 15 cepas de ECVT del serotipo O5:HNM, 3 de origen clínico humano, 4 de 
heces de ganado ovino, 6 de heces de ganado caprino, 1 de carne de vacuno y 1 aislada de las 
heces de un zorro (Tabla 19). 
 
Dentro de este serotipo se definieron 3 grupos clonales en base a su filogrupo y ST 
(O5:HNM-A-ST342; O5:HNM-A-ST1797; O5:HNM-B1-ST447), que en el dendrograma 
generado del análisis de los perfiles de macrorrestricción de las 15 cepas O5:HNM (Figura 25) 
quedaron distribuidos respectivamente en Grupo A (78,6% de identidad), Grupo B (85,1% de 
identidad), y Grupo C (77,5% de identidad). Los Grupos A y C incluían clústeres con una 
similitud >85% que englobaban cepas de origen humano y animal. 
 
El Grupo A incluye cepas aisladas entre los años 2003 y 2010 en la provincia de Lugo, de 
origen humano, cárnico y silvestre. Las 4 cepas del grupo clonal O5:HNM-A-ST342 eran vt1a, 
eae-β1, E-hlyA, espP; adicionalmente, las 2 cepas con mayor similitud (carne de bovino y 
origen humano, 94,7% de similitud) portaban el gen vt2a, y a su vez mostraron >89% de 
identidad con la cepa aislada de zorro. La ST342 aparece en Enterobase 
http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/ fundamentalmente asociada a cepas O5 de 
origen humano, ganado y alimentos. 
 
El Grupo B agrupa únicamente una cepa de origen caprino aislada en Murcia en 2003 y 
otra cepa de origen ovino aislada en Extremadura en 1997, mostrando >85% de similitud. 
Ambas cepas son portadoras de los genes vt1c, vt2b, y subAB (variante cromosómica); 
adicionalmente, la cepa ovina resultó portadora además del gen E-hlyA. La ST1797 asociada a 
este grupo clonal se describe por primera vez en este estudio. 
 
El Grupo C incluye 9 cepas aisladas entre los años 1997 y 2007, en diferentes 
comunidades y con diversos orígenes (1 cepa de origen humano, 3 de origen ovino y 5 de 
origen caprino). Todas las cepas de este grupo eran portadoras de los genes vt1c y E-hlyA, 5 de 
ellas portan además el gen vt2b y 6 de ellas el gen subAB (variedad cromosómica). Destaca el 
clúster (similitud del 86,5%) de 5 cepas de distintos orígenes geográficos y temporales, 
incluida una de origen clínico humano. La ST447 aparece asociada en Enterobase a solo 11 
genomas para los que el serotipo predicho es O5:H19. 
 
Ninguna de las cepas ECVT O5 de nuestra colección resultó positiva para los genes katP, 
espP, saa, stcE, iutA, subAB (su variante plasmídica). 
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Bettelheim (2007) recogía en su publicación que los datos referidos a las cepas de ECVT 
del serotipo O5:HNM sugerían 2 patotipos diferenciados: uno de origen ovino, portador de 
los genes vt1 y vt2, productor de enterohemolisina, eae negativo e implicado en casos de SUH 
(Starr et al. 1998); y otro de origen bovino, aislado tanto de terneros sanos como con diarrea, y 
que es portador de vt1, enterohemolisina positivo y portador del gen eae-β1. Las cepas de este 
segundo patotipo normalmente producen ureasa, a diferencia de las de origen ovino, y se han 
visto implicadas en diarrea sanguinolenta (McLean et al. 2005). Nosotros hemos determinado 
también estos 2 grupos clonales si bien, a diferencia de los resultados obtenidos por 
Bettelheim (2007), en el grupo de origen bovino (O5:HNM-A-ST342) detectamos cepas 
portadoras además de vt2a, subtipo asociado con patologías graves en seres humanos. 
Nosotros definimos este grupo además de en carne de bovino, en humanos con diarrea y en 
animales silvestres. Al igual que en estudios previos (Mercado et al. 2004; McLean et al. 2005), 
corroboramos que las 4 cepas del grupo clonal O5:HNM-A-ST342, portadoras del gen eae-β1 
eran productoras de ureasa, a diferencia de los otros 2 grupos clonales eae negativos (Tabla 35 
y Figura 25). También determinamos el patotipo descrito por Bettelheim (2007) asociado a 
cepas de origen ovino, que en nuestro estudio se correspondería con el grupo clonal 
O5:HNM-B1-ST447. Este grupo clonal lo hemos definido en 3 cepas aisladas de heces de 
ganado ovino, 5 de heces de caprino y 1 cepa aislada de un paciente con diarrea. Todas las 
cepas que detectamos en este grupo clonal son vt1c, 5 de las 9 son adicionalmente vt2b, 
combinación frecuentemente detectada en cepas de ECVT aisladas de pequeños rumiantes 
(Martin y Beutin, 2011; Mora et al. 2012a). A diferencia del grupo clonal detectado por 
Bettelheim, las cepas de nuestro estudio no todas poseen el gen vt2; sin embargo, sí son todas 
E-hlyA positivas, eae negativas. 
 
Además de los patotipos descritos por Bettelheim (2007), determinamos un tercer grupo 
clonal dentro del serotipo O5:HNM: el O5:HNM-A-ST1797. Este grupo lo formaron 2 cepas 
aisladas de caprino y ovino, respectivamente, y presentan la secuencia tipo ST1797 no descrita 
hasta este momento. Las 2 cepas son vt1c y vt2b, y eae negativas. Ninguna creció en MACSTC 
y fueron negativas para los genes de resistencia al telurito. 
 
Globalmente, todas las cepas del serotipo O5:HNM de nuestro estudio resultaron 
fermentadoras de sorbitol y positivas para la β-glucuronidasa. Seis de las 15 cepas crecieron en 
MACSTC y resultaron positivas para terB/D de resistencia al telurito (Tabla 35 y Tabla 27). 
Como se indicó arriba, las cepas del grupo clonal O5:HNM-A-ST342 fueron las únicas 
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Tabla 35. Presencia de genes de resistencia al telurito, crecimiento en MACSTC, producción 
de ureasa y fermentación del sorbitol y β-glucuronidasa de las cepas ECVT O5:HNM 
 




bSorbitol Ureasa β-glucuronidasa 
IH28275/06A H + + + + + 
IH39114/07F H + + + + + 
CP144-6-28 CV + + + + + 
Z-237 S (zorro) + + + + + 
FV5246 C - - + - + 
VTO-124 O - - + - + 
FV5241 C - - + - + 
VTO-35 O - - + - + 
FV5244 C - - + - + 
IH28962/07C H + + + - + 
VTO-449 O - - + - + 
FV5247 C - - + - + 
FV5238 C - - + - + 
VTO-78 O - - + - + 
FV5249 C + + + - + 
aOrigen de aislamiento de las cepas (H: heces de humano con diarrea, CV: carne de vacuno, O: 






En nuestro país, el serotipo O5:HNM fue uno de los más frecuentemente detectados por 
nuestro grupo entre las cepas de ECVT aisladas en casos clínicos humanos en Lugo entre los 
años 2003-2013 (Mora et al. 2011; LREC datos sin publicar). En cuanto a los reservorios, no 
hemos aislado en España cepas ECVT O5 en ganado bovino (Blanco et al. 2004c), sin 
embargo, sí que las hemos aislado en el ganado ovino y caprino en distintos estudios (Blanco 
et al. 2003b; Orden et al. 2003; Rey et al. 2003; Cortés et al. 2005; Sánchez et al. 2009b; Horcajo 
et al. 2010). En la fauna silvestre también detectamos el serotipo O5:HNM en la cepa de heces 
de zorro incluida en el presente estudio (Z-237) (Mora et al. 2012a). Solo hemos aislado cepas 
de ECVT O5:HNM en carne picada de ternera, y en baja proporción: solo 1 aislamiento ECVT 
O15:HNM (incluido en esta tesis, CP144-6-28) de 95 muestras positivas entre 785 de carne 
picada de vacuno, analizadas entre 1995-2003 (Mora et al. 2007a); y ningún aislamiento 
positivo entre 1.253 muestras analizadas entre 2009-2012, incluyendo carne picada de vacuno, 
de cerdo, de ave, productos agrícolas y lácteos (Herrera, 2015). 
 
Entre las 15 cepas ECVT O5 de nuestra colección, 8 fueron positivas para la variante 
cromosómica de la subtilasa (subAB2), concretamente las 2 cepas ST1797 y 6 cepas ST447. 
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Varios estudios (Orden et al. 2011; Michelacci et al. 2013; Sánchez et al. 2013; Nüesch-
Inderbinen et al. 2015) han demostrado que subAB1 es la variante predominante entre las 
cepas ECVT subtilasa positivas de origen bovino, mientras que subAB2 estaría diseminado 
entre las cepas ECVT aisladas de ganado ovino, caprino y rumiantes silvestres, lo que 
coincidiría con el origen de nuestras 8 cepas. Asimismo Orden et al. (2016) identificaron la 
variante subAB2 en las 9 cepas ECVT O5:HNM de origen caprino incluidas en su estudio. 
 
El serotipo O5:HNM está asociado a SUH (Willshaw et al. 1992; Bielaszewska et al. 1996; 
Starr et al. 1998; Meng et al. 1998) aunque no a brotes, por lo que Karmali et al. (2003) lo 
asignaron al seropatotipo C (en concreto cepas O5:HNM vt1 eae E-hlyA espP). En nuestro 
caso, solo las hemos encontrado asociadas a diarrea en humanos. 
 
En resumen, encontramos el serotipo O5:HNM asociado a humanos, a los pequeños 
rumiantes (ganado ovino y caprino), e incluso a animales silvestres (zorro) (Mora et al. 2007a; 
Mora et al. 2012a). Nuestros resultados corroboran los obtenidos en otros estudios, ya que el 
serotipo O5:HNM es uno de los frecuentemente detectados entre las cepas de ECVT aisladas 
de pacientes de nuestra área sanitaria (Mora et al. 2011; datos LREC no publicados) y es un 
serotipo con elevada prevalencia entre cepas de origen ovino (Blanco et al. 2003b; Orden et al. 
2003) y caprino (Orden et al. 2003; Cortés et al. 2005) en España. Puede concluirse que los 
ECVT O5:HNM son potencialmente patógenos para seres humanos, en especial los 
pertenecientes al grupo clonal O5:HNM-A-ST342; y que el ganado ovino, caprino, e incluso 
los animales silvestres actuarían como un importante reservorio de este tipo de cepas. 
 










Figura 25. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 15 cepas de ECVT O5:HNM. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, año 
de aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia. Los resultados positivos a la variante cromosómica de la subtilasa se indican como subAB* 
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4.5.4.2. Grupo clonal O8:H2-B1-ST1798/ST1834 
 
Se analizaron 7 cepas de ECVT del serotipo O8:H2, todas ellas aisladas de heces de 
bovino, en Lugo, entre los años 1994 y 1995 (Tabla 19). 
 
Dentro de este serotipo se definió un único grupo clonal en base a su filogrupo y ST, 
puesto que a pesar de presentar 2 ST diferentes (1798 y 1834), estos estarían incluidos dentro 
del mismo ST Cplx por presentar una única diferencia alélica en el gen mdh (Tabla 30). 
Ambas ST fueron descritas por primera vez vinculadas a las cepas de esta colección 
(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/). Actualmente figura también un genoma de 
un aislamiento humano ST1798 en Enterobase. 
 
Si bien las cepas de nuestra colección forman un grupo relativamente homogéneo en 
cuanto a origen de aislamiento y perfil de genes de virulencia, en el dendrograma generado del 
análisis de los perfiles de macrorrestricción de las 7 cepas O8:H2 (Figura 26) mostró una alta 
heterogeneidad (67,2% de similitud entre ellas) con un único clúster >85% de 3 cepas. 
 
En cuanto a los genes asociados a la virulencia, las cepas O8:H2 se agruparon en 3 
combinaciones diferentes: (1) vt2d E-hlyA espP subAB (variante plasmídica) saa (3 cepas); (2) 
vt1a vt2d E-hlyA espP subAB (plasmídica) saa (3 cepas); y (3) vt1a vt2a vt2d (1 cepa). Por lo 
tanto, todas las cepas poseían el gen vt2d, y 6 de ellas compartían 5 genes de virulencia: vt2d E-
hlyA espP subAB (plasmídica) saa. En cualquier caso, todas las cepas de este serotipo eran 
portadoras de uno o varios de los subtipos de verotoxinas asociadas a los síntomas clínicos 
más graves en humanos (vt1a, vt2a, vt2c y vt2d) (Friedrich et al. 2003; Jelacic et al. 2003; 
Bielaszewska et al. 2013). Ninguna cepa O8:H2 resultó positiva para los genes eae, katP, stcE, 
iutA. 
 
Seis de las 7 cepas de este serotipo eran portadoras del gen saa y la variante plasmídica de 
la subtilasa (subAB1), la coexistencia de estos 2 genes en la misma cepa fue descrita 
originariamente por Paton y Paton (2005) en la cepa 98NK2, en la que el gen subAB estaba 
flanqueado en 3´ por el gen que codifica para la adhesina autoaglutinante saa, aunque también 
observaron que la correlación no era del 100%. Asimismo, como se comenta en el apartado 
anterior, varios estudios han demostrado que subAB1 es la variante predominante entre las cepas 
ECVT subtilasa positivas de origen bovino, mientras que subAB2 estaría diseminado entre las 
cepas ECVT aisladas de ganado ovino, caprino y rumiantes silvestres, lo que coincidiría con el 
origen de nuestras cepas (Orden et al. 2011; Michelacci et al. 2013; Sánchez et al. 2013; Nüesch-
Inderbinen et al. 2015). 
 
Según la revisión de Bettelheim (2007), se han detectado cepas ECVT del serogrupo O8 
portadoras de los antígenos HNM, H2, H3, H4, H5, H8, H9, H10, H11, H14, H16, H20, H21, 
H25, H30, H31, H35, H51 y HNT. A pesar de que este serogrupo se ha aislado de diferentes 
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fuentes, solo se han visto involucrados en infecciones humanas los serotipos O8:HNM, 
O8:H2, O8:H9, O8:H10, O8:H14, O8:H19, O8:H21 y O8:HNT. 
En España no detectamos el serotipo O8:H2 entre las cepas de ECVT aisladas en casos 
clínicos humanos en Lugo entre los años 2003-2013 (Mora et al. 2011; LREC datos sin 
publicar). En cuanto a los reservorios, hemos aislado cepas ECVT O8:H2 del ganado bovino 
(Blanco et al. 2004c) (cepas incluidas en esta colección), pero no del ganado ovino o caprino 
en diferentes estudios (Blanco et al. 2003b; Orden et al. 2003; Rey et al. 2003; Horcajo et al. 
2010), aunque sí aislamos en ganado ovino ECVT de los serotipos O8:H8, O8:H9, O8:H19 y 
O8:H21 (Blanco et al. 2003b; Rey et al. 2003). En la fauna silvestre no detectamos el serotipo 
O8:H2, pero sí detectamos el O8:H10 en heces de corzo (Mora et al. 2012a). En cepas de carne 
picada de ternera no determinamos el serotipo O8:H2 aunque sí los serotipos O8:H21 y 
O8:HNM entre 785 de carne picada de vacuno, analizadas entre 1995-2003 (Mora et al. 
2007a); y detectamos los serotipos O8:H9 y O8:H19 en carne picada de cerdo, y el serotipo 
O8:H30 en productos lácteos entre 1.253 muestras analizadas entre 2009-2012, incluyendo 
carne picada de vacuno, de cerdo, de ave, productos agrícolas y lácteos (Herrera, 2015). 
Globalmente, todas las cepas del serotipo O8:H2 de nuestro estudio resultaron ser 
fermentadoras de sorbitol y positivas para la β-glucuronidasa. Ninguna creció en MACSTC ni 
resultó positiva para los genes terB/D de resistencia al telurito (Tabla 27). 
Aunque nosotros no hemos detectado cepas ECVT O8:H2 en humanos, este serotipo se 
ha asociado a casos de SUH en humanos en Alemania y España (Friedrich et al. 2002; Blanco 
et al. 2003), por lo que según la clasificación de Karmali et al. (2003) se le asigna el 
seropatotipo C. En estos mismos países, el serotipo O8:H2 se ha identificado en cepas de 
ECVT aisladas de ganado vacuno sano (Beutin et al. 1993; Blanco et al. 2003), lo que 
concuerda con los datos del presente estudio. 
En conclusión, el grupo clonal O8:H2-B1-ST1798/ST1834 parece estar asociado al ganado 
vacuno sano, presenta baja prevalencia y, por su perfil de genes de virulencia, sería 
potencialmente patógeno para seres humanos. Es importante destacar que en este estudio se 
describen por primera vez las ST asociadas a este serotipo de ECVT. 
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Figura 26. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 7 cepas de ECVT O8:H2. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, 
año de aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia 
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4.5.4.3. Grupos clonales O20:H19-B1-ST192 y O20:H19-B1-ST205/ST443 
En el presente estudio se incluyeron 10 cepas de ECVT del serotipo O20:H19 aisladas en 
Lugo entre los años 1994 y 1995 (Tabla 19): 1 cepa de origen clínico humano y 9 aisladas de 
heces de ganado bovino. 
Dentro de este serotipo se definieron 2 grupos clonales en base a su filogrupo y ST 
(O20:H19-B1-ST192 y O20:H19-B1-ST205/ST443), que en el dendrograma generado del 
análisis de los perfiles de macrorrestricción de las 10 cepas O20:H19 (Figura 27) quedaron 
distribuidos respectivamente en Grupo A (72,6% de identidad) y Grupo B (76,8% de 
identidad). Solo el Grupo B incluía un pequeño clúster con similitud >85% que englobaba 4 
cepas de origen bovino. La única cepa de origen humano de la colección O20:H19 pertenecía a 
la ST443 y presentó una identidad del 79,8% con las cepas bovinas. 
Por tanto, el Grupo A (O20:H19-B1-ST192) incluye únicamente cepas de origen bovino 
aisladas en Lugo en el mismo periodo, que a pesar de ser muy homogéneas en su perfil de 
virulencia (las 3 cepas eran vt2c y 2 de ellas eran además vt2d), presentaron una similitud de 
solo el 72,6% en sus perfiles de macrorrestricción. 
El Grupo B, agrupa 6 cepas de origen bovino y 1 cepa de origen clínico humano, todas 
aisladas en Lugo entre los años 1994 y 1998. Las 7 cepas las definimos como un único grupo 
clonal, O20:H19-B1-ST205/ST443, puesto que las 2 ST determinadas (205 y 443) pertenecen al 
mismo ST205 Cplx según figura en la base MLST, y presentan una única diferencia alélica en 
el gen fumC (Tabla 30). Todas las cepas de este grupo clonal, salvo una (vt1 negativa), 
presentaron los genes vt1a, vt2a, E-hlyA y espP. Curiosamente, a pesar de que 5 cepas fueron 
positivas para el gen saa, solo 1 de ellas resultó positiva para la variante plasmídica de la 
subtilasa, junto con otra cepa saa negativa. Como ya se comentó en el apartado anterior 
(4.5.4.2. Grupo clonal O8:H2-B1-ST1798/ST1834) la variante plasmídica subAB1 
generalmente va colocalizada con el gen saa, aunque esta correlación se ha observado que no 
se da en todos los casos (Paton y Paton, 2005). 
Ninguna cepa O20:H19 resultó positiva para los genes eae, katP, stcE, iutA ni para la 
variante cromosómica de la subtilasa. 
En nuestro país, únicamente hemos aislado una cepa de ECVT O20:H19 (incluida en esta 
colección) de 126 cepas ECVT de origen humano del estudio realizado entre 1992 y 1999 en el 
HULA (Blanco et al. 2004), y no detectamos este serotipo entre las cepas de ECVT aisladas en 
casos clínicos humanos en Lugo entre los años 2003-2013 (Mora et al. 2011; LREC datos sin 
publicar). En cuanto a los reservorios, hemos aislado en España cepas ECVT O20:H19 y 
O20:H7 en ganado bovino (Blanco et al. 2004c), sin embargo, no hemos aislado cepas de 
ECVT O20:H19 en el ganado ovino ni en el ganado caprino ni en fauna silvestre en distintos 
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estudios (Blanco et al. 2003b; Orden et al. 2003, 2008; Rey et al. 2003; Sánchez et al. 2009b; 
Horcajo et al. 2010; Mora et al. 2012a); aunque sí aislamos en ganado ovino ECVT del 
serotipo O20:H7 (Rey et al. 2003). En carne picada de ternera no detectamos el serotipo 
O20:H19 entre las 95 muestras positivas para ECVT de 785 de carne picada de vacuno 
analizadas entre 1995-2003 (Mora et al. 2007a); y tampoco detectamos ECVT O20 entre 1.253 
muestras analizadas entre los años 2009-2012, incluyendo carne picada de vacuno, de cerdo, 
de ave, productos agrícolas y lácteos (Herrera, 2015). 
 
En la literatura científica, el origen de las cepas ECVT O20:H19 está relacionado con el 
ganado vacuno sano (Beutin et al. 1993; Parma et al. 2000; Blanco et al. 2004c) o con 
alimentos de origen vacuno (Parma et al. 2000). Blanco et al. (2004) describieron por primera 
vez un aislamiento de este serotipo en una cepa de ECVT de origen clínico humano, 
implicado en diarrea, por lo que según la clasificación de Karmali et al. (2003) se le asignaría el 
seropatotipo D. La baja frecuencia de este serotipo para cepas ECVT según la literatura 
científica se correlaciona con los datos recogidos en Enterobase 
(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli): aunque encontramos 13 referencias para 
ST192, 70 para ST205 y 220 para ST443 (a fecha de diciembre de 2017), todas ellas pertenecen, 
según la predicción in silico, a diferentes serotipos, pero en ninguna se identifica el O20. 
 
Fenotípicamente todas las cepas O20:H19 resultaron ser fermentadoras de sorbitol y 
positivas para la β-glucuronidasa. Tres de las 10 cepas crecieron en MACSTC, de las que solo 
una resultó positiva para terB/D de resistencia al telurito (Tabla 27). 
 
En conclusión, hemos encontrado una asociación de los grupos clonales ECVT O20:H19-
B1-ST192 y O20:H19-B1-ST205/ST443 con el origen bovino, y aunque parece presentar muy 
baja prevalencia, al menos el O20:H19-B1-ST205/ST443 sería potencialmente patógeno para 
los seres humanos en base a los subtipos de verotoxinas (vt1a, vt2a) y los otros genes de 
virulencia característicos de su perfil (E-hlyA, y en menor medida subAB1). 
 
 












Figura 27. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 10 cepas de ECVT O20:H19. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, 
año de aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia
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4.5.4.4. Grupo clonal O75:[H8]-B1-ST13 
 
En el presente estudio se incluyeron 3 cepas de ECVT del serotipo O75:[H8], 1 de origen 
clínico humano y 2 aisladas de las heces de un corzo y jabalí, respectivamente (Tabla 19). 
 
Dentro de este serotipo se definió 1 grupo clonal en base a su filogrupo y ST (O75:[H8]-
B1-ST13), y el dendrograma generado del análisis de los perfiles de macrorrestricción de las 3 
cepas O75:[H8] (Figura 28) mostró únicamente un 66,5% de similitud entre ellas a pesar de 
que presentaban la misma combinación de genes de virulencia: vt1c, vt2b, E-hlyA, subAB 
(variante cromosómica). Las cepas aisladas de corzo y jabalí fueron además iutA positivas. 
Ninguna de las cepas de este serotipo resultó positiva para los genes eae, katP, espP, stcE, saa, 
ni para la variante plasmídica de la subtilasa. 
 
Fenotípicamente, las 3 cepas del serotipo O75:[H8] de nuestro estudio crecieron en 
MACSTC y fueron positivas para la β-glucuronidasa; además, resultaron positivas para terB/D 
de resistencia al telurito. Curiosamente la cepa de origen humano y el aislamiento de jabalí 
eran sorbitol negativas, mientras que el aislamiento de corzo era fermentador del sorbitol 
(Tabla 27). 
 
Nosotros únicamente hemos aislado una cepa de ECVT O75:H8 de origen humano 
(incluida en el presente estudio), tanto entre las 126 cepas ECVT del estudio realizado entre 
1992 y 1999 en el HULA (Blanco et al. 2004), como entre la colección de cepas ECVT aisladas 
en casos clínicos humanos en este mismo hospital entre los años 2003-2013 (Mora et al. 2011; 
LREC datos sin publicar). En cuanto a los reservorios, no hemos aislado en España cepas 
ECVT O75 en ganado bovino (Blanco et al. 2004c), sin embargo sí que hemos aislado cepas 
del serotipo O75:H8 en ganado ovino (Orden et al. 2003; Rey et al. 2003); así como de los 
serotipos O75:H55 y O75:HNM (Blanco et al. 2003b; Rey et al. 2003). En la fauna silvestre 
detectamos el serotipo O75:H8 en las cepas incluidas en este estudio, obtenidas de heces de 
corzo y de jabalí (Mora et al. 2012a). En alimentos, solo hemos aislado cepas de ECVT 
O75:H8 en carne picada de ternera, y en baja proporción: 2 aislamientos ECVT O75:H8 de 95 
muestras positivas, entre 785 de carne picada de vacuno analizadas entre 1995-2003 (Mora et 
al. 2007a); y no lo detectamos entre 1.253 muestras analizadas entre 2009-2012, incluyendo 
carne picada de vacuno, de cerdo, de ave, productos agrícolas y lácteos (Herrera, 2015). Por 
tanto, según nuestros datos, estaríamos ante un grupo clonal de baja prevalencia y, 
aparentemente asociado a animales silvestres. De hecho, encontramos en España el trabajo de 
Sánchez et al. (2013) que aislaron una cepa ECVT O75:H8 de heces de un cérvido. Similar a 
nuestros aislamientos, la cepa era vt2b, Ehly-A y subAB2. Al igual que estos autores, 
encontramos que podría haber una asociación entre subtipo vt2b y subAB2, y que la fauna 
silvestre podría ser un reservorio de subAB2. En este sentido, también Funk et al. (2013) 
aislaron una cepa ECVT O75:H8 subAB2 de carne de ciervo. 
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En otros países como Australia, Nueva Zelanda, Brasil y Méjico, este serotipo se ha 
asociado a aislamientos de ECVT en ganado ovino (Brett et al. 2003; Vettorato et al. 2003; 
Djordjevic et al. 2004; Cookson et al. 2006a; Amézquita-López et al. 2012), y en Méjico, 
además, Amézquita-López et al. (2014) lo detectaron en aislamientos de origen bovino. La 
relativa baja frecuencia de este serotipo para cepas ECVT según la literatura científica se 
correlaciona con los datos recogidos en Enterobase 
(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli): encontramos 48 referencias para ST13 (a 
fecha de diciembre de 2017), y solo 2 asociadas a O75:H8 según la predicción in silico. 
A las cepas ECVT O75:H8 se les ha asignado el seropatotipo D de la clasificación de 
Karmali et al. (2003), ya que no está asociado ni a brotes ni a enfermedades graves. Es 
importante señalar que su presencia en fauna silvestre señalaría a estos animales como 
reservorios y potenciales transmisores de este tipo de cepas al hombre. 
CECILIA LÓPEZ CAPÓN
180 
Figura 28. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 3 cepas de ECVT O75:[H8]. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, año 
de aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia. Los resultados positivos a la variante cromosómica de la subtilasa se indican como subAB* 
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4.5.4.5. Grupo clonal O76:H19-B1-ST675 
Se analizaron 30 cepas de ECVT del serotipo O76:H19, 5 de origen clínico humano, 7 de 
heces de ganado ovino, 17 de heces de ganado caprino y 1 aislada de las heces de un jabalí. Las 
cepas fueron aisladas en distintas áreas geográficas españolas entre los años 1998 y 2009, si 
bien todos los aislamientos de origen humano procedían del hospital de nuestra ciudad (Tabla 
19). 
Dentro de este serotipo quedó definido un único grupo clonal en base a su serotipo, 
filogrupo y ST (O76:H19-B1-ST675). El dendrograma generado del análisis de los perfiles de 
macrorrestricción de las 30 cepas O76:H19 (Figura 29) mostró una elevada homología entre 
todas las cepas (78,7% de similitud), a pesar de los distintos orígenes y las diferentes 
procedencias geográficas (Murcia, Extremadura y Lugo); de hecho, 23 de las 30 cepas 
formaron un clúster de similitud >85% (Clúster A) con cepas de origen humano y animal 
(ovino, caprino y jabalí). Cabe destacar dentro de este Clúster A, los perfiles de 
macrorrestricción prácticamente idénticos (97,8% de similitud) de una cepa aislada en Murcia 
en 2004 de heces de ganado caprino (FV5202) y otra aislada en Lugo en 1998 de un paciente 
con diarrea (VTH-80). Las 30 cepas O76:H19 presentaron, además, el mismo perfil de genes 
de virulencia: vt1c, E-hlyA y subAB (la variante cromosómica). 
Fenotípicamente, todas las cepas O76:H19 de nuestro estudio resultaron fermentadoras 
de sorbitol, al igual que las descritas por Stephan y Untermann (1999), y positivas para la β-
glucuronidasa. Solamente 2 de las 30 crecieron en MACSTC y todas resultaron negativas para 
terB/D (Tabla 27). 
El serotipo O76:H19 es uno de los más frecuentemente detectados en cepas de ECVT 
aisladas en ovejas, cabras (Rey et al. 2003) y en cabritos sanos (Orden et al. 2008). Se ha 
detectado en cepas ECVT aisladas de productos cárnicos en Casablanca (Marruecos) (Badri et 
al. 2011), de canales de corderos en EE.UU. (Kalchayanand et al. 2007) y de leche de oveja y 
cabra en España (Rey et al. 2006). Más recientemente, Oden et al. (2016) analizaron 30 cepas 
O76:H19 de origen caprino y, al igual que las de este estudio, resultaron positivas para vt1c y 
subAB2 (subAB2-1 y subAB2-2). También se ha identificado este serotipo en cepas aisladas de 
humanos con diarrea y de portadores asintomáticos (Blanco et al. 2004; Sánchez et al. 2014). 
En 2004, Beutin et al. en Alemania, describieron 2 perfiles de virulencia en cuanto a sus 
subtipos vt: cepas vt1c y vt1c vt2c, respectivamente. En un trabajo publicado posteriormente, 
Islam et al. (2007) también aislaron cepas O76:H19 vt1 vt2 en pacientes hospitalizados con 
diarrea en Bangladesh. Más recientemente, Fierz et al. (2017), describen una cepa ECVT 
O76:[H19] ST675 entre las 95 cepas clínicas aisladas en pacientes de Suiza entre 2010-2014, 
portadora de vt1c, vt2b, E-hlyA y subAB2 (subAB2-1 y subAB2-2). Nosotros, sin embargo, 
solamente hemos detectado cepas positivas para vt1c, subtipo asociado principalmente a 
procesos diarreicos. 
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Los datos recogidos en Enterobase (http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli) (a 
fecha de diciembre de 2017), indican 86 entradas para la ST675 correspondientes a genomas 
de distintos orígenes (fundamentalmente clínico humano, pero también alimentos y animales 
de producción) cuya predicción in silico identifica O76:H19. 
 
A este serotipo se le ha asignado el seropatotipo D de la clasificación de Karmali et al. 
(2003) ya que no está asociado ni a brotes, ni a enfermedades graves. En base a nuestros 
resultados, este grupo clonal tendría como reservorio principal a los pequeños rumiantes 
(ganado ovino y caprino), pero describimos por primera vez además su presencia en fauna 
silvestre (jabalí). También demostramos la alta similitud en los perfiles de macrorrestricción y 
virulencia entre las cepas ECVT O76:H19 de origen clínico humano y animal en España. 
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Figura 29. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 30 cepas ECVT O76:H19. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, 
año de aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia. Los resultados positivos a la variante cromosómica de la subtilasa se indican como 
subAB* 
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4.5.4.6. Grupo clonal O77:H41-E-ST720 
 
En el presente estudio se analizaron 12 cepas de ECVT del serotipo O77:H41, 2 de origen 
clínico humano, 8 aisladas de heces de ganado bovino y 2 de carne de vacuno. Todas ellas 
fueron aisladas en Lugo entre los años 1994 y 1998 (Tabla 19). 
 
Dentro de este serotipo se definió un único grupo clonal en base a su filogrupo y ST 
(O77:H41-E-ST720), que en el dendrograma generado del análisis de los perfiles de 
macrorrestricción de las 12 cepas O77:H41 (Figura 30) mostró una heterogeneidad del 73,8% 
entre ellas, con únicamente 2 cluster (similitud >85%) que incluían cepas de origen bovino. 
Cada una de las 2 cepas de origen clínico humano se agrupó con un aislamiento de heces de 
bovino (82,1%) y de carne de vacuno (84,2%), respectivamente. 
 
En cuanto a los genes asociados a la virulencia, las cepas O77:H41 se agruparon en 5 
combinaciones diferentes: (1) vt2a (1 cepa); (2) vt2d (2 cepas); (3) vt1a vt2d (2 cepas); (4) vt2d 
E-hlyA espP subAB (variante plasmídica) saa (6 cepas); (5) vt1a vt2d E-hlyA espP subAB 
(variante plasmídica) saa (1 cepa). Por lo tanto, 3 cepas fueron vt1 (del subtipo vt1a) y 12 
fueron vt2 (1 del subtipo vt2a y 10 vt2d; 1 cepa había perdido el gen, por lo que no pudo 
subtiparse). Todas las cepas de este serotipo eran portadoras de uno o varios de los subtipos de 
verotoxinas asociadas a los síntomas clínicos más graves en humanos (vt1a, vt2a y vt2d) 
(Friedrich et al. 2003; Jelacic et al. 2003; Bielaszewska et al. 2013). Siete de las 12 cepas fueron 
positivas para los genes E-hlyA, espP, subAB (variante plasmídica) y saa y ninguna cepa 
O77:H41 resultó positiva para los genes eae, katP, stcE, iutA o la variante cromosómica de la 
subtilasa. 
 
Las 12 cepas de ECVT del serotipo O77:H41 resultaron ser fermentadoras de sorbitol y 
positivas para la β-glucuronidasa. Cuatro de las 12 cepas crecieron en MACSTC, de las que 3 
resultaron positivas para terB/D de resistencia al telurito (Tabla 27). 
 
En la literatura científica las únicas cepas aisladas del serotipo O77:H41 son las aisladas 
por nuestro grupo en terneros, en humanos y en carne de ternera picada (Blanco et al. 2003; 
Blanco et al. 2004c; Blanco et al. 2004; Mora et al. 2007a). Los datos recogidos en Enterobase 
(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli) (a fecha de diciembre de 2017), indican 27 
entradas para la ST720 correspondientes a genomas de distintos orígenes (fundamentalmente 
clínico humano, pero también medio ambiente y animales de producción) cuya predicción in 
silico identifica O17/O44/O77:H41. 
 
Este grupo clonal, representado en la Figura 30, se le ha asignado el seropatotipo D de la 
clasificación de Karmali et al. (2003), ya que no está asociado ni a brotes ni a enfermedades 
graves. En nuestra área geográfica parece estar asociado al ganado vacuno sano, y por su perfil 
de genes de virulencia sería potencialmente patógeno para los seres humanos, aunque 
presenta baja prevalencia. 
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Figura 30. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 12 cepas ECVT O77:H41. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, 
año de aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia. *Cepa originariamente vt2 positiva 
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4.5.4.7. Grupos clonales O91:[H14]/HNM-B1-ST33 y O91:[H21]-B1-ST442 
 
En el presente estudio se incluyeron 33 cepas de ECVT del serogrupo O91 que mediante 
serotipado y tipificación molecular mostraron 3 serotipos (O91:[H14], O91:HNM y 
O91:[H21]). Veintiuna de las 33 cepas O91 procedían de heces de ganado ovino, 6 de heces de 
ganado bovino, 5 de origen clínico humano y 1 de carne de vacuno (Tabla 19). 
 
Dentro de este serogrupo se definieron 2 grupos clonales en base a su serotipo, filogrupo 
y ST (O91:[H14]/HNM-B1-ST33; O91:[H21]-B1-ST442), que en el dendrograma generado del 
análisis de los perfiles de macrorrestricción (Figura 31) quedaron distribuidos en 3 Grupos (A, 
B, C) con tan solo un 54,1% de similitud global entre las 33 cepas. 
 
Concretamente, las 26 cepas del grupo clonal O91:[H14]/HNM-B1-ST33 mostraron una 
alta diversidad, quedando distribuidas en el dendrograma en 2 agrupaciones de identidad 
<55%: Grupo A (24 cepas; 65% de identidad) y Grupo C (2 cepas; 86,5% de identidad). El 
Grupo A incluye 24 cepas aisladas entre los años 1997 y 2003, de diferente origen geográfico 
(Extremadura, Madrid y Galicia), y de diferente origen de aislamiento (heces de ovino, carne 
de vacuno, clínico humano); con 3 pequeños clústeres de identidad ≥85%, destacando el que 
incluye 1 cepa aislada en el año 2003 de carne de vacuno en Lugo (CP24-5A-03) y 1 cepa 
clínica humana aislada en el año 2004 en Lugo (IH44249/04A). Mediante secuenciación de 2 
de las cepas del Grupo A (VTO-28 y VTO-91) se resolvió el antígeno H, identificándose el gen 
fliCH14 que codifica para el antígeno H14. El Grupo C incluye 2 cepas aisladas de pacientes con 
diarrea en Pontevedra y Lugo, en 1996 y 1997, respectivamente, que forman un clúster de 
similitud >85%. Es interesante destacar que la tipificación del antígeno H mediante 
secuenciación de estas 2 cepas, señala un posible nuevo antígeno, diferente del fliCH14 
identificado en las cepas del Grupo A (por lo que serían en realidad cepas O91:HNT), lo que 
podría explicar la distribución de este grupo clonal en el dendrograma en diferentes grupos (A 
y C). 
 
El grupo clonal O91:[H14]/HNM-B1-ST33 mostró también heterogeneidad en su perfil 
de genes de virulencia, si bien la mayoría de las cepas eran portadoras del subtipo vt1a (20 de 
26 cepas) y/o del subtipo vt2b (22 de 26 cepas), ambos subtipos asociados con síntomas 
clínicos en seres humanos (Friedrich et al. 2003; Jelacic et al. 2003; Bielaszewska et al. 2013). 
Asimismo, la mayoría de las cepas eran portadoras de los genes subAB (variante 
cromosómica) e iutA (23 de 26 cepas); adicionalmente, 1 cepa era vt1c, 2 cepas vt2a, 7 cepas 
eran E-hlyA, y 3 cepas katP positivas (Figura 31). 
 
El Grupo B del dendrograma incluye las 7 cepas del grupo clonal O91:[H21]-B1-ST442 (6 
cepas de origen bovino y 1 de origen clínico humano), todas aisladas en Lugo entre los años 
1994 y 1995, con 2 clústeres de identidad >85% que agrupan cepas de origen bovino. Este 
grupo clonal también mostró heterogeneidad en su perfil de genes de virulencia, aunque la 
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mayoría de las cepas eran portadoras del subtipo vt2a (5 de 7 cepas) y del gen E-hlyA (6 de 7 
cepas); adicionalmente se detectaron otros genes: saa (4 cepas), vt2d (2 cepas), vt1a (2 cepas), 
vt2c (1 cepa) e iutA (1 cepa) (Figura 31). 
 
Fenotípicamente, todas las cepas del serogrupo O91 resultaron ser fermentadoras de 
sorbitol y positivas para la β-glucuronidasa. Dos de las 33 cepas crecieron en MACSTC (1 
cepa O91:H21 y 1 cepa O91:HNM), pero ninguna resultó positiva para terB/D de resistencia al 
telurito (Tabla 27). En el estudio realizado por Bielaszewaka et al. (2009) sobre cepas ECVT 
O91 de origen clínico humano, ninguna de las 77 cepas O91:H14/HNT/HNM, y solo 1 de 20 
cepas O91:H21 resultó positiva para el ter (en concreto para todos los genes terZABCDEF). 
 
Los ECVT del serogrupo O91 constituyen uno de los subgrupos que carecen de la isla de 
patogenicidad LEE, pero que están asociados con procesos clínicos graves en humanos, 
incluido el SUH (Ito et al. 1990; Bonnet et al. 1998; Beutin et al. 2004; Bielaszewska et al. 2006 
y 2009; Pradel et al. 2008; Mellmann et al. 2009; Feng y Reddy 2013; Dormanesh et al. 2015). 
De hecho, este grupo está considerado como ECEH atípicos (Madic et al. 2009). En nuestro 
país, el ECVT O91:H21/HNM fue uno de los ECVT más frecuentemente detectados en cepas 
de origen humano aisladas en un estudio realizado entre 1992 y 1999 en el hospital de Lugo 
(Blanco et al. 2004); sin embargo, en otro estudio realizado en este mismo hospital entre los 
años 2003-2013 únicamente aislamos 2 ECVT O91:HNM en casos clínicos humanos entre las 
391 cepas ECVT aisladas de 13.691 muestras analizadas (Mora et al. 2011; LREC datos sin 
publicar); las cepas de ambos estudios están incluidas en la colección de esta tesis doctoral. 
 
Bielaszewska et al. (2009) realizaron un estudio sobre 100 cepas de ECVT O91 aisladas de 
pacientes con diferentes cuadros clínicos (desde SUH, diarrea sanguinolenta, diarrea no 
sanguinolenta, dolor abdominal, sin diarrea y portadores asintomáticos) en Alemania, 
Austria, Finlandia, y Canadá, entre los años 1997 y 2007. Entre las 100 cepas O91 
determinaron los antígenos H8, H10, H14, H21, HNT y HNM. Encontraron, además, que 
todas las cepas HNM y HNT portaban el gen fliC que codificaba para la flagelina del antígeno 
H14 (fliCH14). En nuestra colección O91 hemos determinado los serotipos O91:[H21] 
(asociado a la ST442) y O91:[H14] (asociado a la ST33); además, hemos detectado dentro de 
las cepas HNM del grupo clonal ST33 un posible nuevo antígeno H diferente del H14 (serían 
HNT). No hemos detectado cepas ECVT O91 portadoras de los antígenos H8, ni H10. Al 
igual que Bielaszewska et al. (2009), encontramos una elevada prevalencia del gen E-hlyA 
entre las cepas ECVT O91. Sobre la misma colección de 100 cepas O91, pero en otro estudio, 
Mellmann et al. (2009) determinaron 10 ST distintos agrupados en 4 complejos clonales, con 
predominancia de ST33 y ST442. Estos autores encontraron una asociación significativa entre 
las cepas ST442 del serotipo O91:H21, con SUH o con diarrea sanguinolenta sin SUH. Otros 
autores corroboran esta asociación (Bonnet et al. 1998; Pradel et al. 2001), aunque también se 
han aislado cepas del serotipo O91:H21 de pacientes con cuadros moderados de diarrea en 
Alemania (Beutin et al. 2004). Por su parte, también en Alemania, Merkel et al. (2010) 
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determinaron el grupo clonal O91:H14/HNM-ST33 en cepas de pacientes con diarrea y/o 
SUH, de pacientes asintomáticos, y de muestras ambientales. Las cepas O91 de origen 
humano de nuestro estudio, tanto ST33 como ST442, estaban asociados a cuadros de diarrea. 
 
En cuanto a los reservorios y vehículos de transmisión, se aprecia una gran variabilidad 
en la prevalencia y distribución geográfica. En concreto, el serotipo O91:HNM/[H14] 
nosotros lo hemos detectado asociado a ganado ovino (Blanco M et al. 2003b; Rey et al. 2003), 
sin embargo, otros autores identificaron cepas de este serotipo, además de en ovino, en 
ganado porcino (Beutin et al. 1993), y caprino (Bai et al. 2016). En el caso del serotipo 
O91:H21, nosotros lo hemos identificado únicamente en cepas aisladas de ganado bovino; sin 
embargo, en Alemania se han aislado cepas de ECVT O91:H21, además de en ganado bovino, 
en animales silvestres (corzo, ciervo y jabalí) (Miko et al. 2009). También el serogrupo O91 se 
describe frecuentemente en la rutina de muestras de alimentos en algunos países (Werber et 
al. 2008a), aunque en España la prevalencia de cepas de ECVT O91 parece ser baja. En un 
estudio realizado por nuestro grupo en carne picada de las carnicerías de Lugo entre los años 
1995 y 2003, únicamente se aisló 1 cepa O91:HNM (incluida en este estudio) de 95 muestras 
ECVT positivas entre 785 muestras analizadas (Mora et al. 2007a), y en otro estudio realizado 
entre los años 2009 y 2012, solamente aislamos una cepa ECVT O91 portadora del antígeno 
H21 en carne picada de vacuno de las 1.253 muestras analizadas, incluyendo carne picada de 
vacuno, de cerdo, de ave, productos agrícolas y lácteos (Herrera, 2015). Sin embargo en 
Alemania, aislaron cepas ECVT O91:H14 de carne de vacuno, carne de cerdo, leche y 
derivados de ovino/caprino, carne de ciervo y carne de liebre; y cepas ECVT O91:H21 de leche 
y carne de vacuno, carne de cerdo, carne de jabalí y carne de ciervo (Martin y Beutin, 2011). 
 
Los datos recogidos en Enterobase (http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli), a 
fecha de diciembre de 2017, identifican 163 genomas ST33 asociados a O91:H14; mientras que 
la ST442, al igual que en nuestro estudio (ver apartado 4.4. y apartado 4.6.2.1.), aparece 
asociada a cepas O91:H21 y O146:H21. 
 
A los serotipos O91:[H14]/HNM y O91:[H21] se les asigna el seropatotipo C de la 
clasificación de Karmali (Karmali et al. 2003) por estar asociados a SUH, aunque no a brotes 
(Bonnet et al. 1998; Pradel et al. 2001; Mellmann et al. 2009; Merkel et al. 2010). En nuestro 
caso, solo los hemos encontrado asociados a casos de diarrea en humanos. 
 
En resumen, los 2 grupos clonales predominantes entre las cepas de ECVT O91 
(O91:[H14]/HNM-B1-ST33 y O91:[H21]-B1-ST442) están presentes en España, pero parece 
que de forma limitada dada su baja prevalencia; el O91:[H14]/HNM-B1-ST33 aparece 
asociado fundamentalmente al ganado ovino, y el O91:[H21]-B1-ST442 al ganado bovino, y 
ambos implicados en casos clínicos humanos de gravedad moderada. Demostramos, en el 
caso del O91:[H14]/HNM-B1-ST33, la alta similitud entre el origen bovino y clínico humano 
de 2 aislamientos. 
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Figura 31. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 33 cepas ECVT O91. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, año de aislamiento, origen 
geográfico y de aislamiento, genes de virulencia. Los resultados positivos a la variante cromosómica de la subtilasa se indican como subAB* 
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4.5.4.8. Grupo clonal O98:[H21]-B1-ST306 
 
Se analizaron 2 cepas de ECVT del serotipo O98:[H21], 1 de origen clínico humano y otra 
obtenida de las heces de un zorro (Tabla 19), ambas aisladas en Lugo, en los años 2004 y 2009, 
respectivamente. 
 
Dentro de este serotipo se definió el grupo clonal O98:[H21]-B1-ST306 en base a su 
filogrupo y ST. A pesar de que el análisis de genes de virulencia mostró que las 2 cepas 
presentaban un perfil similar (vt1a, eae-ζ1, E-hlyA, espP), el dendrograma generado del 
análisis de sus perfiles de macrorrestricción (Figura 32) mostró una similitud de solo el 76,2%. 
Adicionalmente, la cepa aislada de zorro fue positiva para iutA. Ninguna de las 2 cepas resultó 
positiva para los genes vt2, katP, subAB, stcE o saa. 
 
Las 2 cepas del serotipo O98:[H21] fueron fermentadoras de sorbitol y, ambas negativas 
para la β-glucuronidasa. Una de las 2 cepas (la aislada de heces de zorro) creció en MACSTC y 
resultó positiva para terB/D de resistencia al telurito (Tabla 27). 
 
En la literatura científica se describen aislamientos de ECVT O98 asociados al ganado 
bovino, portadores de diferentes antígenos H como O98:H17, O98:H25, O98:H41 (Renter et 
al. 2005; Irino et al. 2005; Pigatto et al. 2008; Diarra et al. 2009); así como un aislamiento de 
ECVT O98 asociado al ganado ovino portador del antígeno H7 (Blanco et al. 2003b). Sin 
embargo, el serotipo O98:H21 se describe por primera vez asociado a las 2 cepas ECVT 
aisladas por nuestro grupo (Mora et al. 2012a). En Enterobase 
(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli), a fecha de diciembre de 2017, figuran 88 
genomas ST306 con diferente predicción de serotipo (O45:H2, O84:H2, O108:H2, O150:H2 y 
O98:H21), concretamente las fuentes de origen asociadas a los O98:H21 son humano, vacuno, 
medio ambiente y 2 de fauna silvestre (ciervo, reptil). 
 
A este serotipo se le ha asignado el seropatotipo D de la clasificación de Karmali et al. 
(2003), ya que se ha asociado a un cuadro clínico moderado de diarrea. 
 
Como conclusión, aunque la prevalencia de este grupo clonal es baja, se puede considerar 
un patógeno potencial dado su perfil de genes de virulencia (vt1a, eae-ζ1, E-hlyA, espP). 
Además, se describe por primera vez su presencia en portador de ECVT atípico (zorro). 
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Figura 32. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 2 cepas ECVT O98:[H21]. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, año de 
aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia 
CECILIA LÓPEZ CAPÓN 
 
 192 
4.5.4.9. Grupo clonal O103:[H2]-B1-ST17/ST386/ST1967 
 
Se analizaron 11 cepas de ECVT del serotipo O103:[H2], 4 de origen clínico humano, 5 
aisladas de heces de ganado bovino y 2 de carne de vacuno (Tabla 19). Todas ellas aisladas en 
Lugo entre los años 1986 y 2005. 
 
Dentro de este serotipo se definió un único grupo clonal (O103:[H2]-B1-
ST17/ST386/ST1967) en base al filogrupo y ST, puesto que las 3 ST determinadas 
pertenecerían al ST20 Cplx: las ST17 y ST 386 así figuran en la base de MLST y la ST1967, 
descrita por primera vez en este estudio, constituye una SLV de ellas y una DLV de la ST20. 
En la Tabla 36 se pueden ver sus diferencias alélicas con respecto a la ST20 (ver también 
discusión en el apartado 4.6.2.1.). El análisis de los perfiles de macrorrestricción de las 11 
cepas O103:[H2] reflejó la variabilidad dentro de este grupo (63,4% de similitud), con un 
único clúster (85% de similitud) de 2 cepas O103:H2-B1-ST17, una cepa de origen clínico 
humano y otra de origen bovino (Figura 33). El análisis de los perfiles de virulencia mostró 
que las 11 cepas O103:[H2] eran positivas para los genes vt1a y eae-ε1; además, 7 de las 11 
cepas de nuestro estudio eran portadoras de E-hlyA, 5 cepas iutA, 5 cepas katP y 3 cepas espP. 
Ninguna cepa de este grupo clonal resultó positiva para los genes vt2, stcE, saa, ni para subAB. 
 
 
Tabla 36. Combinaciones alélicas de las ST determinadas 
 en las cepas ECVT O103:H2 del presente estudio 
 
adK-fumC-gyrB-icd-mdh-purA-recA STa STcplx 
6-4-3-18-7-7-6 20 20 
6-4-3-17-7-7-6 17 20 
91-4-3-17-7-7-6 386 20 
6-4-3-17-7-204-6 1967* None 
aSombreadas en malva las ST determinadas en las cepas O103:H2 de este estudio. 
*ST descrita por primera vez en las cepas de nuestra colección 
 
 
Fenotípicamente, todas las cepas del presente estudio resultaron ser fermentadoras de 
sorbitol y positivas para la β-glucuronidasa. Además, la mayoría (10 de 11) resultaron 
positivas para terB/D de resistencia al telurito y crecieron en MACSTC (Tabla 27). Karama et 
al. (2009) encontraron diferencias por origen geográfico y de aislamiento en relación a la 
resistencia al telurito de las 91 cepas ECVT O103:H2 analizadas, siendo terC positivas el 39% 
de las cepas de origen bovino y el 69,5% de las humanas de Norte América, frente al 26% de 
las cepas humanas europeas. 
 
Las 11 cepas O103:[H2] de nuestra colección eran positivas para los genes vt1a y eae-ε1, 
comúnmente asociados a las cepas de ECVT O103:H2 (Prager et al. 2002; Guth et al. 2005; 
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Irino et al. 2007; Karama et al. 2008; Iguchi et al. 2012; Martins et al. 2014). Además, 7 de las 
11 cepas de nuestro estudio eran portadoras de E-hlyA, 5 cepas katP y 3 cepas espP, resultados 
comparables a los de Karama et al. (2008), que encontraron una elevada diversidad en los 
perfiles plasmídicos de las 91 ECVT O103:H2 de su estudio, siendo el 31,8% de las cepas 
portadoras del gen katP y 15,3% espP. De hecho, a diferencia de las cepas de ECVT O157:H7, 
en las que el plásmido pO157 tiene un tamaño de 90 kb y presenta el conjunto completo de 
genes E-hlyA, katP, espP, y etp, las cepas ECVT O103:H2 mostraron que portaban un 
plásmido equivalente a pO157, pero más pequeño (75 kb), con alguna de la siguientes 
combinaciones en la mayoría de las cepas: E-hlyA, katP y etp, o E-hlyA y etp (Karama et al. 
2008). Este perfil plasmídico (con este tamaño y organización de genes) ya había sido descrito 
previamente por otros autores en cepas ECVT O103:H2 en Alemania (Prager et al. 2002; 
Beutin et al. 2005a). En nuestro estudio ninguna cepa resultó positiva para vt2, sin embargo, 
en la literatura científica existen referencias de cepas ECVT O103:H2 VT2 (Karama et al. 
2008; Martins et al. 2014). 
 
Los ECVT O103 aparecen implicados como agentes diarreagénicos por primera vez en 
1988, en terneros (Blanco et al. 1988) y en humanos (Pai et al. 1988). Es en 1992 cuando se 
asociaron a casos de SUH en humanas en Francia. Algunos científicos sugirieron en ese 
momento que el grupo de los ECEP O103 implicados en la diarrea en conejos y los ECVT 
O103 aislados de casos clínicos humanos tenían un mismo origen, aunque presentaban 
diferentes mecanismos de adaptación a sus hospedadores (Mariani-Kurkdjian et al. 1993). 
Muchos años más tarde, y mediante la combinación de métodos moleculares (MLST, PFGE y 
tipado de genes de virulencia por PCR), Beutin et al. (2005a) analizaron una colección de 
cepas de ECEP y ECVT del serogrupo O103, demostrando que los ECEP y ECVT del serotipo 
O103:H2 constituyen 2 linajes diferentes, próximamente relacionados, que han adquirido 
recientemente distintos genes de virulencia y han sufrido reorganización en su ADN, lo que se 
traduce en alta variabilidad en sus patrones de PFGE. 
 
Desde su emergencia, las cepas de ECVT O103 se han aislado del ganado bovino y ovino, 
así como de casos clínicos humanos en muchos países de todo el mundo (Luzzi et al. 1995; 
Tarr et al. 1996; Schmidt et al. 1999a; Parma et al. 2000; Bettelheim et al. 2001; Martins et al. 
2014), hasta el punto en que este serogrupo se ha convertido en uno de los “no O157” 
frecuentemente implicado en casos clínicos humanos de muchos países (Eklund et al. 2001; 
Tozzi et al. 2003; Beutin et al. 2005a; Johnson et al. 2006). Según la revisión realizada por 
Bettelheim (2007), dentro del grupo de ECVT O103 se describen los antígenos H2, H6, H7, 
H11, H12, H18, H21, H25, H38, H42, H43, y HNT, pero son los serotipos O103:H2 y 
O103:HNM los predominantemente implicados en casos clínicos humanos de diferente 
gravedad en numerosos países de todo el mundo (Caprioli y Tozzi 1998). Como ejemplos, el 
ECVT O103:H2 se aisló de casos de anemia hemolítica y de diarrea no sanguinolenta en Brasil 
(Guth et al. 2005), de un brote de diarrea en Japón (Muraoka et al. 2007) y también se aisló de 
CECILIA LÓPEZ CAPÓN 
 
 194 
casos clínicos humanos en otras partes del mundo como Alemania (Beutin et al. 2003) o 
Finlandia (Eklund et al. 2001). 
 
En nuestro país, hemos aislado cepas de ECVT O103 asociadas a los antígenos H2 y H21 
de cepas de origen humano (Blanco et al. 2004). Además, el serotipo O103:H2 fue uno de los 
más frecuentemente detectados entre las cepas de ECVT aisladas en casos clínicos humanos 
en Lugo entre los años 2003-2013 (Mora et al. 2011; LREC datos sin publicar). En cuanto a los 
reservorios, hemos aislado en España cepas ECVTO103:H2, O103:H21 y O103:HNM en 
ganado bovino (Blanco et al. 2004c), sin embargo, no hemos aislado ECVT O103 ni en el 
ganado ovino, ni en el ganado caprino en distintos estudios (Blanco et al. 2003b; Orden et al. 
2003; Rey et al. 2003; Sánchez et al. 2009b; Horcajo et al. 2010). En la fauna silvestre tampoco 
detectamos el serotipo O103:H2, pero se aislaron cepas ECVT O103:H28 de las heces de 
jabalíes (Mora et al. 2012a). A diferencia de otros autores, solo hemos aislado cepas de ECVT 
O103:H2 en carne picada de ternera, y en baja proporción: solo 1 aislamiento ECVT O103:H2 
vt1 eae-ε (incluido en este estudio) de 95 muestras positivas entre 785 de carne picada de 
vacuno, analizadas entre 1995-2003 (Mora et al. 2007a); y ningún aislamiento positivo entre 
1.253 muestras analizadas entre 2009-2012, incluyendo carne picada de vacuno, de cerdo, de 
ave, productos agrícolas y lácteos (Herrera, 2015). 
 
En un estudio realizado en Finlandia durante el periodo 2003 y 2006, en el que se 
detectaron 4 casos clínicos humanos producidos por cepas ECVT no O157 en un entorno 
rural, se demostró la conexión con el ganado bovino. En 1 de esos 4 casos, se aislaron cepas 
ECVT O103:H2 vt1 eae-ε E-hlyA de las muestras de heces de un niño de 7 años con diarrea 
sanguinolenta, de muestras ambientales y del ganado bovino de la granja (Heinikainen et al. 
2007). Las cepas ECVT O103:H2 analizadas en nuestro estudio son comparables a las del 
estudio finlandés: fueron aisladas de casos clínicos humanos y del ganado bovino (heces y 
carne), en un entorno geográfico ganadero. Las 11 cepas de nuestro estudio fueron vt1a eae-ε1 
y 7 de ellas, además, E-hlyA. Heinikainen et al. (2007) demostraron mediante PFGE que los 
perfiles de macrorrestricción de las cepas de origen clínico humano y de la granja de bovino 
eran prácticamente idénticos. En nuestro caso, también hemos demostrado la similitud (85%) 
entre 2 cepas de ambos orígenes. 
 
Aunque nosotros no detectamos el ECVT O103:H2 en fauna silvestre (corzo, zorro, 
jabalí) (Mora et al. 2012a), la carne de venado portadora de cepas de este serotipo fue la 
causante de un brote en Minnesota en 2010, aunque ninguno de los afectados llegó a 
desarrollar el SUH (Rounds et al. 2012). Además, se han aislado cepas de ECVT O103:H2 en 
otros tipos de carne de caza (de jabalí, corzo, ciervo y liebre) en Alemania (Miko et al. 2009; 
Martin y Beutin, 2011), y lo que es más importante, se ha demostrado mediante PFGE la alta 
similitud entre cepas ECVT O103:H2 vt1 eae-ε1 aisladas de carne de jabalí y corzo, con cepas 
de origen humano y bovino (Miko et al. 2009). 
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Iguchi et al. (2012) detectaron 3 grupos clonales entre las cepas ECVT O103 aisladas de 
pacientes con diferentes procesos gastrointestinales en Japón entre los años 2007 y 2011: 
O103:H2-ST17 eae-ε; O103:H25-ST343 eae-θ y O103:H11-ST21/ST723 eae-β1. Nosotros solo 
identificamos un grupo clonal entre las cepas ECVT O103 de nuestra colección, aunque con 3 
ST asociadas que pertenecen al mismo ST Cplx. En Enterobase 
(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli), a fecha de diciembre de 2017, se relacionaban 
2.135 genomas pertenecientes a la ST17, con diferentes predicciones de serotipo (O103:H2 
principalmente, pero también O116:H2, O118 or O151:H2, O123 or O186:H2, O4:H2, 
O45:H2). Los 13 genomas pertenecientes a la ST386 tienen asociado el serotipo O103:H2 y los 
331 genomas ST1967 tienen como serotipo predictivo O103:H2 o uncertain:H2. 
 
El serotipo O103:H2 se ha asociado a SUH y CH en muchos países (Mariani-Kurkdjian et 
al. 1993; Tarr et al. 1996; China et al. 1999; Blanco et al. 2004; Beutin et al. 2004; Jores et al. 
2005; Kappeli et al. 2011; MacDonald et al. 2014), por lo que Karmali et al. (2003) lo 
clasificaron como seropatotipo B. Nosotros hemos aislado este tipo de cepas únicamente en 
casos clínicos de diarrea. 
 
En resumen, nuestros resultados indicarían que el grupo clonal O103:[H2]-B1-
ST17/ST386/ST1967 está presente en el área sanitaria de Lugo y que el ganado vacuno juega 
un papel epidemiológico importante en el mantenimiento y transmisión de este tipo de ECVT 
al hombre, dada además la similitud encontrada entre los perfiles de macrorrestricción de 2 
cepas de origen clínico humano (IH49694/05A) y bovino (VTB-103). Constatamos, al igual 
que otros autores, que a pesar de su patrón de virulencia homogéneo (vt1a, eae-ε1), este grupo 
clonal presenta una alta diversidad en base a sus ST y perfiles PFGE. Es importante destacar 
que en este estudio se describe por primera vez la ST1967. 
 











Figura 33. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 11 cepas ECVT O103:[H2]. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, año 
de aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia 
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4.5.4.10. Grupos clonales O104:H7-B1-ST1817/2283 y O104:H21-B1-ST672 
 
Se analizaron 12 cepas de ECVT del serogrupo O104 que mediante serotipado mostraron 
2 serotipos (10 cepas O104:H7 y 2 cepas O104:H21). Diez de las 12 cepas O104 procedían de 
heces de ganado ovino, 1 de heces de ganado bovino y 1 de heces de ganado bovino con 
diarrea (Tabla 19). 
 
Dentro de este serogrupo se definieron 2 grupos clonales en base a su serotipo, filogrupo 
y ST (O104:H7-B1-ST1817/ST2283 y O104:H21-B1-ST672), que en el dendrograma generado 
del análisis de los perfiles de macrorrestricción de las 12 cepas O104 (Figura 34) quedaron 
distribuidas en 2 Grupos (A y B) con tan solo un 57,9% de similitud global entre ellas. 
 
El Grupo A, que se corresponde con el grupo clonal O104:H7-B1-ST1817/ST2283, 
incluye 10 cepas aisladas de ganado ovino en Extremadura entre los años 1997 y 2002. Las 2 
ST detectadas en este grupo clonal (ST1817 y ST2283) constituyen SLV con una única 
diferencia alélica en el gen fumC. La asignación de estas 2 ST las obtuvimos nosotros por 
primera vez, concretamente la ST1817 en una cepa ECVT de origen ovino del serotipo 
O117:HNM incluida en este estudio (apartado 4.5.4.13. Grupo clonal O117:HNM-B1-
ST1816/ST1817) y la ST2283 en la cepa del serotipo O104:H7 incluida en la Tabla 30. En el 
trabajo de Bai et al. (2016) también encontraron la ST1817 asociada con una cepa ECVT del 
serotipo O104:H7 aislada de un paciente con diarrea en China y la ST2283 asociada también 
con cepas ECVT del serotipo O104:H7 aunque, en este caso, aisladas de carne de ovino; 
dichos aislamientos fueron, como en nuestro caso, portadores del subtipo vt1c, variedad de 
verotoxina asociada al ganado ovino (Brett et al. 2003; Urdahl et al. 2003). Adicionalmente, 6 
de nuestras 10 cepas eran portadoras del gen katP. En el dendrograma identificamos 2 
clústeres de 3 y 5 cepas, respectivamente, sin embargo, las 10 cepas de este grupo clonal 
presentaron globalmente una alta heterogeneidad en sus perfiles de macrorrestricción, con 
solamente un 67,9% de identidad entre ellas. 
 
El Grupo B incluye las 2 cepas del grupo clonal O104:H21-B1-ST672 aisladas de las heces 
de ganado bovino en Lugo entre los años 1986-1995. Las 2 cepas tenían la secuencia tipo 
ST672. Esta ST también fue descrita en una cepa ECVT O104:H21 aislada de un SUH 
(Mellmann et al. 2008a). Las 2 cepas de nuestro estudio presentaron una similitud en sus 
perfiles de macrorrestricción del 80% identidad, con un perfil de genes de virulencia similar 
(ambas vt1 vt2a), aunque una de las cepas mostraba un mayor número de genes de virulencia 
(la cepa VTB-288 positiva además a vt2d, E-hlyA, saa). 
 
Fenotípicamente, las 12 cepas de ECVT del serogrupo O104 de nuestro estudio resultaron 
ser positivas para la β-glucuronidasa, pero no todas fermentadoras de sorbitol: 4 de las 10 
cepas O104:H7 eran sorbitol negativas; y a diferencia de la cepa O104:H21 causante del brote 
de CH de Montana del año 1994, que no fermentaba el sorbitol (CDC, 1995b; Feng et al. 
2001), las 2 cepas O104:H21 de nuestro estudio eran sorbitol positivas. Además, las 12 cepas 
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crecieron en MACSTC y resultaron positivas para terB/D de resistencia al telurito (Tabla 27), 
sin embargo, tanto las cepas O104:H7 como las O104:H21 aisladas por Rump et al. (2012) no 
poseían los genes de resistencia al telurito terD. 
 
Los datos publicados sobre ECVT O104 eran bastante escasos hasta que ocurrió el brote 
del año 2011 en Alemania, puesto que este serogrupo se ha detectado en muy pocas ocasiones 
en humanos a nivel mundial (Bettelheim 2007). Según los datos publicados por la ECDC y 
EFSA (2011), hubo 10 casos de infectados con ECVT O104 en la Unión Europea y Noruega en 
el período 2004-2009. Dichos casos de ECVT O104 se registraron en Austria (1 caso en 2010), 
Bélgica (1 caso en 2008), Dinamarca (1 caso en 2008), Finlandia (1 caso en 2010), Francia (1 
caso en 2004), Noruega (1 caso en 2006 y 3 casos en 2009) y Suecia (1 caso en 2010). Sólo 2 de 
los casos de ECVT O104 eran del serotipo O104:H4 (en Finlandia en 2010 y en Francia en 
2004). El caso de Finlandia se relacionó con una infección adquirida durante un viaje a Egipto. 
 
El serogrupo O104 adquirió una enorme relevancia con el brote de Alemania porque 
afectó a aproximadamente 4.000 personas, principalmente en dicho país, produciendo más de 
900 casos de SUH y 54 muertes (Karch et al. 2012). La cepa O104:H4, causante del brote, 
combinaba la virulencia de patotipos diferentes (ECVT y ECEA) y además carecía de la isla de 
patogenicidad LEE (Bielaszewska et al. 2011a; Scheutz et al. 2011). Se especuló con la idea de 
que el brote fuera causado por una cepa de un ECEA que adquirió el bacteriófago que codifica 
para la verotoxina VT2a (Scheutz et al. 2011). Además, esta cepa pertenecía a un serotipo 
(O104:H4) y secuencia tipo (ST678) raramente detectado en pacientes humanos y nunca 
descrito en cepas aisladas de animales, ni de alimentos (Bielaszewska et al. 2011a; Scheutz et 
al. 2011). Existen referencias de este serotipo en cepas enteroagregativas y productoras de VT2 
aisladas en Alemania en 2001 (Mellmann et al. 2008a), Georgia en 2009 (Scheutz et al. 2011), 
Italia en 2009 (Scavia et al. 2011), Finlandia en 2010 (Scheutz et al. 2011) y Francia (Scheutz et 
al. 2011); y en otra cepa aislada en Corea en 2005 productora de VT1 y VT2, pero que no era 
enteroagregativa (Bae et al. 2006). También se habían aislado cepas enteroagregativas del 
serotipo O104:H4, pero no productoras de verotoxinas en la República Centroafricana entre 
los años 1995 y 1996 (Bielaszewska et al. 2011a), en Dinamarca en 2000 (Scheutz et al. 2011) y 
en Mali en 2009 (Scheutz et al. 2011). Dentro del serogrupo O104, otros serotipos diferentes 
se asociaron a casos humanos, como el O104:H2 (Scotland et al. 1988), O104:H21 (Beutin et 
al. 2004; CDC, 1995b) y O104: HNM (Bockemuhl et al. 1992). 
 
En España el aislamiento del ECVT O104 es también poco común. Hasta la fecha no hay 
referencias del aislamiento del ECVT O104:H4, ni en cepas de origen clínico, ni de origen 
animal, ni de alimentos (Blanco et al. 2003b, 2004b; Orden et al. 2003; Rey et al. 2003; Mora et 
al. 2005, 2007a, 2011, 2012a; Herrera 2015). Sin embargo, aunque pocas, sí que hay referencias 
de la detección del ECVT O104 con otros antígenos: el ECVT O104:H7 se ha asociado a cepas 
de origen ovino (Blanco et al. 2003b; Rey et al. 2003; Mora et al. 2011) y recientemente lo 
detectamos en cepas aisladas de carne de vacuno (1 cepa aislada entre las 200 de carne de 
vacuno analizadas) y de carne de ovino (1 cepa aislada entre las 171 muestras de carne de 
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importación analizadas) (Herrera, 2015), pero no lo detectamos en carne de cerdo, de ave, ni 
en productos lácteos ni agrícolas entre las 1.253 muestras analizadas entre 2009-2012 
(Herrera, 2015). Otro serotipo detectado en España dentro del serogrupo O104 es el 
O104:H21, que lo identificamos en cepas aisladas de ganado bovino (Blanco et al. 2004c), 
aunque no lo detectamos ni en ganado ovino ni en fauna silvestre (Blanco et al. 2003b; Rey et 
al. 2003; Mora et al. 2011), y tampoco lo detectamos entre las 1.253 muestras de alimentos 
analizadas entre 2009-2012 (incluyendo carne de cerdo, de ave, ni en productos lácteos ni 
agrícolas) (Herrera, 2015). Tampoco identificamos los serotipos O104:H7 y O104:H21 entre 
las 5.054 muestras analizadas entre los años 1992-1999 en el HULA (Blanco et al. 2004), ni 
entre las 12.945 muestras analizadas entre los años 2005-2014 (datos LREC, no publicados) en 
este mismo hospital. 
 
Aunque nosotros no hemos identificado el serotipo O104:H21 entre cepas de ECVT de 
origen humano, sí ha sido descrito por otros autores (Rump et al. 2012). Destaca el brote que 
tuvo lugar en Montana en 1994 producido por cepas de este serotipo (primer caso atribuido a 
un ECVT O104:H21, y primer brote descrito de un ECVT no O157 en EE.UU.) (CDC, 
1995b). El serotipo O104:H21 también se ha identificado, igual que en nuestro caso, en cepas 
de ECVT aisladas de ganado bovino en Austria (ECDC y EFSA, 2011), de terneros en EE.UU. 
(Rump et al. 2012) y de carne de ganado bovino (Martin y Beutin, 2011). En cuanto al 
serotipo O104:H7, aparece asociado por otros autores a casos esporádicos de diarrea en 
humanos en estudios realizados (Hussein 2007; Miko et al. 2013). 
 
En Enterobase (http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli), a fecha de diciembre de 
2017, estaban relacionados 10 genomas de la ST1817 asociados al O104:H7 y 7 de la ST672 con 
predicción de serotipo O104:H21. No hay ningún genoma perteneciente a la ST2283. En 
cuanto a la ST1817, como se indicó anteriormente, aparece solamente asociada a 10 genomas. 
 
El serotipo O104:H21 está asociado a SUH aunque no a brotes, por lo que Karmali et al. 
(2003) lo asignaron al seropatotipo C. Al ECVT O104:H7 se le ha asignado el seropatotipo D 
de la clasificación de Karmali et al. (2003) ya que no está asociado ni a enfermedades graves, 
ni a brotes. 
 
En conclusión, el grupo clonal O104:H7-B1-ST1817/ST2283 parece estar asociado al 
ganado ovino y el O104:H21-B1-ST672 al ganado bovino, presentan baja prevalencia y, por 
sus genes de virulencia, las cepas de nuestra colección presentes en España serían 
potencialmente patógenas para seres humanos. Es importante destacar que en este estudio se 
asociaron por primera vez las ST1817 y ST2283 al serotipo O104:H7, aunque recientemente 
otros autores también las detectaron en China en cepas de ECVT O104:H7 (Bai et al. 2015). 
Resaltar el hecho de que la ST1817 la hemos encontrado asociada también a las cepas de 
ECVT del serotipo O117:HNM, y que junto a las ST1816 y ST2283 forman un grupo de 3 SLV 
= complejo clonal, en el que la ST1817 sería predictivamente la fundadora (ver discusión en el 
apartado 4.6.2.1.). 











Figura 34. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 12 cepas ECVT O104. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, año de 
aislamiento, origen geográfico y de aislamiento y genes de virulencia. *Cepas originariamente positivas para el gen vt1 
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4.5.4.11. Grupo clonal O111:[H8]-B1-ST16 
En el presente estudio se incluyeron 11 cepas de ECVT del serotipo O111:[H8], 7 de 
origen clínico humano, 2 de heces de ganado bovino y 2 de carne de vacuno. Todas ellas 
fueron aisladas en Lugo entre los años 1986 y 2007 (Tabla 19). 
Dentro de este serotipo se definió un único grupo clonal en base a su filogrupo y ST 
(O111:[H8]-B1-ST16), que en el dendrograma generado del análisis de los perfiles de 
macrorrestricción de las 11 cepas O111:[H8] mostró una identidad del 72,7% entre ellas, con 2 
pequeños clústeres (>85% similitud) de 2 y 3 cepas, respectivamente. Este último clúster 
incluía una cepa aislada de carne de vacuno y 2 cepas de origen clínico humano (Figura 35). 
En cuanto a los genes asociados a la virulencia, las 11 cepas O111:[H8] eran portadoras de 
los genes vt1a y eae-θ; además 5 de las 11 cepas eran portadoras del subtipo vt2a. Por tanto, las 
cepas de este serotipo eran portadoras de uno o varios de los subtipos de verotoxinas 
asociados a síntomas clínicos más graves en humanos (Friedrich et al. 2003; Jelacic et al. 2003; 
Bielaszewska et al. 2013). Seis de las 11 cepas eran portadoras del gen E-hlyA y 5 cepas iutA 
positivas. Ninguna cepa O111:[H8] resultó positiva para los genes espP, katP, subAB (ni la 
variante plasmídica ni la cromosómica), stcE o saa. 
Fenotípicamente las 11 cepas ECVT del serotipo O111:[H8] de nuestra colección 
resultaron ser fermentadoras de sorbitol, y 10 de las mismas positivas para la β-glucuronidasa. 
Además, las 11 cepas crecieron en MACSTC y fueron positivas para terB/D de resistencia al 
telurito (Tabla 27); esto concuerda con los resultados obtenidos por Zhang et al. (2007) que 
describieron que las 64 cepas O111:H8 de aislados clínicos (diarrea o SUH) obtenidas entre 
1955 y 2005 crecían en MACSTC y poseían los genes de resistencia al telurito, sin embargo, a 
diferencia de nuestros resultados, 6 de esas cepas no fermentaban el sorbitol. 
Entre los ECVT no O157, el serogrupo O111 es de los más comúnmente implicados en 
CH y SUH en EE.UU. (Brooks et al. 2005) e infecciones en Europa (Karch et al. 1999a;), Asia 
(Kato et al. 2005; Jeon et al. 2006) y Australia (Paton et al. 1996). Numerosos brotes se han 
atribuido a este patógeno (Tanaka et al. 1989; Viljanen et al. 1990; Caprioli et al. 1994; CDC, 
1995a; 2012a; Wight et al. 1997; Kato et al. 2005; Jeon et al. 2006; Yahata et al. 2015), de hecho 
las cepas de ECVT pertenecientes a los serotipos O26:[H11], O103:[H2], O111:[H8], 
O118:[H16], O121:[H19], O145:[H28] y O157:[H7] se encuentran entre las más 
frecuentemente implicadas en brotes y en casos de CH y SUH a nivel mundial (Mead et al. 
1999; Maidhof et al. 2002; Tarr et al. 2002; CDC, 2009; EFSA, 2009; EFSA working group, 
2010). 
Según la revisión de Bettelheim (2007), se han descrito cepas ECVT del serogrupo O111 
con los antígenos HNM, H2, H7, H8, H11, H16, H21, H30, H45 y HNT. Sin embargo, las 
CECILIA LÓPEZ CAPÓN 
 
 202 
cepas móviles de este serogrupo pertenecen principalmente al serotipo O111:H8 (Zhang et al. 
2007), aunque la amplia mayoría de los aislados de ECVT O111 son no móviles (Blanco et al. 
2004; Zhang et al. 2007). En nuestro caso únicamente detectamos cepas del serogrupo O111 
no móviles, con el antígeno H8 determinado genotípicamente ([H8]). 
 
En nuestros país, el O111:H8/HNM fue identificado por nuestro grupo como uno de los 
serotipos más frecuentes entre las cepas de ECVT aisladas de casos clínicos humanos en Lugo 
en los estudios realizados entre 1992 y 1999 (Blanco et al. 2004; Mora et al. 2011) y entre los 
años 2003-2013 (Mora et al. 2011; LREC datos sin publicar). En cuanto a los reservorios, 
hemos aislado en España cepas ECVT O111:HNM en ganado bovino (Blanco et al. 2004c), sin 
embargo, no hemos aislado cepas ECVT O111 en los distintos estudios realizados en ganado 
ovino y caprino (Blanco et al. 2003b; Orden et al. 2003; Rey et al. 2003; Horcajo et al. 2010). 
Tampoco aislamos cepas de ECVT O111 en la fauna silvestre (Mora et al. 2012a). Aislamos 
cepas de ECVT O111:HNM en carne de ternera picada en baja proporción, con solo 2 
aislamientos de ECVT O111:HNM vt1 eae-θ de 95 muestras positivas entre 785 de carne de 
vacuno analizadas entre 1995 y 2003 (Mora et al. 2007a) (incluidas en este estudio), y ningún 
aislamiento positivo entre las 1.253 muestras analizadas entre 2009-2012, incluyendo carne 
picada de vacuno, de cerdo, de ave, productos agrícolas y lácteos (Herrera, 2015). En otros 
países el ECVT O111 se identifica asimismo en el ganado vacuno (Schoonderwoerd et al. 
1988; Wells et al. 1991; Sandhu et al. 1996; Wieler et al. 1996; Kobayashi et al. 2003; 
Bettelheim, 2007). Además Shen et al. (2015) en EE.UU. aislaron cepas de ECVT O111:H8 en 
el 21,29% de las 155 muestras de heces de animales, incluyendo ganado bovino, ovino, 
porcino, caprino, antílope, okapi y corzo. 
 
Las 11 cepas de ECVT O111:[H8] de nuestra colección eran portadoras del gen eae 
subtipo θ, comúnmente asociado a este serotipo (Tarr y Whittam, 2002; Bibbal et al. 2015). 
Además, todas las cepas eran portadoras del gen vt1 y 5 eran adicionalmente vt2. De acuerdo 
con diferentes estudios, la mayoría de las cepas ECVT O111 portan el gen vt1 (solo o en 
combinación con vt2), lo que sería debido a que el profago VT1 de ECVT O111 es defectivo, y 
este hecho le conferiría estabilidad en el cromosoma de ECVT (Creuzburg et al. 2005; Zhang 
et al. 2007); sin embargo, el profago VT2 que es más inestable se puede perder 
progresivamente del genoma (Watahiki et al. 2014). 
 
Es interesante destacar el estudio de Moller Nielsen et al. (2005) en Dinamarca en el año 
2003, en el que aislaron cepas de ECVT O111:HNM con características genéticas muy 
similares a las de nuestro estudio (vt1 eae-θ E-hlyA espP katP) de las heces de una niña de 16 
meses con diarrea no sanguinolenta y vómitos, y del ganado bovino de la granja en la que 
había estado jugando y bebiendo leche. Además, los autores demostraron que los perfiles 
PFGE de las cepas de ambos orígenes eran indistinguibles. Nosotros también hemos 
identificado cepas de patología humana con alta similitud con una cepa aislada de carne de 
vacuno. 
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Es de resaltar el hallazgo de una cepa de ECVT del serotipo O111:H8 productora de CTX-
M-15 en Francia, aislada del contenido fecal de un ternero que murió afectado por un cuadro 
diarreico grave (Valat et al. 2012) y cuyo genoma ha sido recientemente secuenciado (Valat et 
al. 2016). 
 
En Enterobase (http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli), a fecha de diciembre de 
2017, estaban relacionados 1.333 genomas ST16 de distintos orígenes, principalmente 
humano y bovino, asociados al serotipo O111:H8. 
 
Aunque nosotros únicamente detectamos cepas ECVT O111:H8 en pacientes con diarrea, 
este serotipo está comúnmente vinculado a SUH y a brotes (Benenson, 1995; Brooks et al. 
2004), por lo que se le asignó el seropatotipo B de la clasificación de Karmali et al. (2003). 
 
Por tanto, este grupo clonal está presente en nuestra área sanitaria, tiene como reservorio 
al ganado bovino, y a la carne de vacuno como vía potencial de transmisión al hombre dada la 

















Figura 35. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 11 cepas ECVT O111:[H8]. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, año 
de aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia 
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4.5.4.12. Grupo clonal O113:H21-B1-ST56/ST223/ST1821 
Se analizaron 13 cepas de ECVT del serotipo O113:H21, 6 de origen clínico humano, 5 
aisladas de heces de ganado bovino y 2 de carne de vacuno (Tabla 19). Todas ellas fueron 
aisladas en Lugo entre los años 1994 y 2007. 
Dentro de este serotipo se definió un único grupo clonal (O113:H21-B1-
ST56/ST223/ST1821) en base a su filogrupo y ST, puesto que las 3 ST estarían agrupadas en el 
ST155 Cplx, incluida la ST1821 asignada por primera vez en este estudio y que constituye un 
SLV de la ST56 y DLV de la ST223 (ver apartado 4.6.2.1. Estructura y relaciones genéticas de 
la población de ECVT). El dendrograma generado del análisis de los perfiles de 
macrorrestricción de las 13 cepas O113:H21 mostró una alta diversidad genética (68,8% de 
similitud entre ellas) con 2 clústeres (similitud >85%) de 2 y 7 cepas, respectivamente, uno de 
los cuales incluía cepas de origen bovino y clínico humano (Figura 36). El análisis de los 
perfiles de virulencia mostró que las 13 cepas O113:H21 eran positivas para vt2 (3 del subtipo 
vt2a, 1 vt2c y 9 vt2d); 11 cepas fueron espP positivas, y 3 cepas resultaron positivas para los 
genes E-hlyA, subAB (variante plasmídica) y saa. Ninguna cepa O113:H21 resultó positiva 
para los genes vt1, eae, katP, stcE, iutA, ni para la variante cromosómica de la subtilasa. 
Fenotípicamente las 13 cepas ECVT O113:H21 de nuestro estudio resultaron ser 
fermentadoras de sorbitol y positivas para la β-glucuronidasa. Además, 10 de las 13 cepas 
crecieron en MACSTC y resultaron positivas para los genes terB/D de resistencia al telurito 
(Tabla 27). A diferencia de nuestros resultados, en el estudio realizado por Feng et al. (2014) 
de 65 cepas O113:H21 de diferentes orígenes, observaron que solamente 5 cepas eran positivas 
para el gen terE del cluster de resistencia, lo que los llevó a sugerir que la mayoría de las cepas 
O113:H21 eran sensibles al telurito. 
Según la revisión de Bettelheim (2007), se han aislado cepas de ECVT del serogrupo O113 
portadoras de los antígenos HNM, H2, H4, H5, H6, H7, H11, H17, H18, H19, H21, H27, H32, 
H53 y HNT, pero a pesar de que muchos de estos serotipos se han visto implicados en 
infecciones humanas, es el O113:H21 el más frecuentemente detectado. Curiosamente, fue de 
los primeros serotipos asociados a cepas ECVT patógenas (Karmali et al. 1985), pero su 
importancia epidemiológica estuvo subestimada hasta finales de los años 90, momento en el 
que se vio implicado en un pequeño brote de SUH ocurrido en Australia (Paton et al. 1999). 
De hecho, el O113:H21 se ha asociado a infecciones de tipo intestinal y extraintestinal en 
muchos países (Hogan et al. 2001; Blanco et al. 2003; Feng et al. 2014). 
En nuestros país, el O113:H21 fue identificado por nuestro grupo entre los serotipos más 
frecuentes asociados a las cepas de ECVT aisladas de casos clínicos humanos en Lugo en los 
estudios realizados entre 1992 y 1999 (Blanco et al. 2004; Mora et al. 2011) y entre los años 
2003-2013 (Mora et al. 2011; LREC datos sin publicar). En cuanto a los reservorios, hemos 
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aislado en España cepas ECVT O113 en ganado bovino con los antígenos HNM, H4, H7 y 
H21, siendo el serotipo O113:H21 el más frecuente en un estudio realizado en 514 cepas 
ECVT aisladas de ganado bovino (Blanco et al. 2004c), sin embargo, no hemos aislado cepas 
de ECVT O113 en distintos estudios realizados en el ganado ovino y caprino (Blanco et al. 
2003b; Orden et al. 2003; Rey et al. 2003; Horcajo et al. 2010). En la fauna silvestre tampoco 
detectamos el ECVT O113 (Mora et al. 2012a). Solo hemos aislado cepas de ECVT O113:H21 
en carne picada de ternera, y en baja proporción: solo 2 aislamientos (incluidos en esta 
colección) entre las 149 cepas de ECVT aisladas de carne picada de vacuno en la ciudad de 
Lugo, analizadas entre 1995-2009 (Mora et al. 2007a, Herrera, 2015). En un estudio posterior 
realizado entre 2009-2012, aislamos 2 ECVT O113:H21 de carne de vacuno y 1 ECVT 
O113:H4 de carne de porcino, sin embargo, no aislamos el ECVT O113 en carne de ave, 
productos agrícolas, ni en productos lácteos entre las 1.253 muestras analizadas (Herrera, 
2015). 
 
Al igual que en nuestro caso, el ECVT O113 se ha asociado frecuentemente al ganado 
bovino (dos Santos et al. 2010; Fernández et al. 2010). En Brasil, el serotipo O113:H21 es uno 
de los más frecuentemente detectados en cepas aisladas de terneros (Cerqueira et al. 1997; 
Irino et al. 2005); también se detectó en Argentina en heces de ganado bovino (Blanco et al. 
2004b), y otros autores identificaron cepas de este serotipo en terneros con infecciones 
gastrointestinales en Australia (Hornitzky et al. 2005). En Alemania es uno de los serotipos 
más frecuentemente detectados en alimentos (Werber et al. 2008a), donde también se ha 
reportado el aislamiento de cepas ECVT O113:H21 de carne de caza (ciervo, jabalí y liebre) 
(Miko et al. 2009; Martin y Beutin, 2011), y lo que es más importante, se demostró mediante 
PFGE la alta similitud (>85%) entre cepas ECVT O113:H21 aisladas de carne de corzo con 
cepas de origen bovino, y de cepas aisladas de rumiantes silvestres con carne de porcino, carne 
de vacuno y con cepas de origen humano (Miko et al. 2009). Nosotros también encontramos 
en el presente estudio alta identidad genética entre cepas de ECVT O113:H21 de origen 
clínico humano y bovino (heces y carne de vacuno) (Figura 36). También se han aislado este 
tipo de cepas de productos vegetales como espinacas (Feng et al. 2011a). 
 
Las cepas de ECVT O113:H21 se caracterizan por carecer de la isla de patogenicidad LEE, 
y por tanto del gen eae. A pesar de esta carencia, su implicación en casos de SUH (Karmali et 
al. 1985; Paton et al. 1999; Newton et al. 2009) hizo que se les presupusiera la presencia de 
otros factores de adherencia y genes de virulencia. De hecho, los genes sab (que codifica para 
una proteína autotransportadora de membrana externa que favorece la formación de biofilm), 
saa (que codifica para una adhesina aglutinante específica de ECVT), epeA (que codifica para 
una proteína autotransportadora) y subAB (que codifica para la citotoxina subtilasa) fueron 
originariamente descritos en cepas O113:H21. También se ha descrito la presencia del gen E-
hlyA que codifica para la enterohemolisina. Sin embargo, aunque todos estos genes se 
encuentran generalmente asociados a cepas ECVT eae negativas (Steyert et al. 2012), no todas 
las cepas O113:H21 son portadoras de los mismos. Esto es lo que encontraron Feng et al. 
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(2014) en una colección de 65 cepas ECVT O113:H21 de diferentes orígenes (ambientales, 
alimentos y origen clínico humano) procedentes de distintos países. Después de analizar 41 
marcadores genéticos (incluidos los genes arriba descritos), no encontraron una asociación 
clara de los mismos con respecto a cepas patógenas o ambientales, y solo se encontraron 
algunos genes en un número limitado de cepas. En el presente estudio, se examinó la 
presencia de los genes vt1, vt2, eae, espP E-hlyA, subAB katP, stcE, saa, iutA. Diez de las 13 
cepas fueron positivas únicamente para vt2 o vt2, espP. Solo 3 cepas (2 de origen clínico y 1 
aislada de carne de vacuno) portaban adicionalmente los genes E-hlyA, subAB (variante 
plasmídica) y saa. Los diferentes estudios sobre cepas de ECVT O113:H21 confirman que la 
mayoría de los aislados portan vt2 únicamente, aunque algunas cepas son también vt1 (Miko 
et al. 2009; dos Santos et al. 2010; Feng et al. 2014). En nuestro caso, todas las cepas fueron 
vt2, y como Feng et al. (2014) encontramos las 3 variedades más frecuentemente implicadas 
en patología humana: vt2a, vt2c y vt2d (Bielaszewska et al. 2006; Persson et al. 2007). 
 
En Enterobase (http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli), a fecha de diciembre de 
2017, estaban relacionados 62 genomas ST56 asociados a varios serotipos, aunque la mayoría 
portan H21. De los 70 genomas asociados a la ST223, la mayoría predicen el serotipo 
O113:H21, aunque aparecen otros (O18:H21, O25:H21, O34:H12, O38:H30, O78:H18, 
O86:H21, O132:H16; O154:H21; O157:H43; O159:H21, O175:H21). Por último, no figuran 
genomas en relación con la ST1821, únicamente nuestra asignación a la cepa incluida en este 
estudio. En el trabajo de Bai et al. (2016) se refleja esta diversidad genética dentro del grupo de 
cepas ST56; los autores encuentran cepas ECVT de la ST56 de los serotipos O2:H21, O6:H14, 
O78:H21, O78:H8, ONT:H7, O78:H45 y O8:H16 aisladas de yaks en China. En ese mismo 
trabajo aparecen también cepas ECVT de la ST223 pertenecientes a los serotipos O158:H16 y 
O127:H8 aisladas de yaks. 
 
Aunque nosotros únicamente detectamos cepas de ECVT O113:H21 en pacientes con 
diarrea, como ya se indicó anteriormente, este serotipo está considerado uno de los serotipos 
no O157 implicados en SUH, pero no se ha asociado a grandes brotes (Paton et al. 1999; 
Newton et al. 2009), por lo que en la clasificación de Karmali et al. (2003) aparece asignado al 
seropatotipo C. 
 
En resumen, las cepas ECVT del grupo clonal O113:H21-B1-ST56/ST223/ST1821 tienen 
como principal reservorio el ganado bovino. Demostramos además el potencial patógeno de 
las mismas, dada la alta similitud encontrada en los perfiles de macrorrestricción y genes de 
virulencia de las cepas de origen clínico humano y bovino de nuestro entorno geográfico. 
 












Figura 36. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 13 cepas ECVT O113:H21. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, año 
de aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia 
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4.5.4.13. Grupo clonal O117:HNM-B1-ST1816/ST1817 
 
Se analizaron 9 cepas de ECVT del serotipo O117:HNM. Todas ellas obtenidas de heces 
de ganado ovino en Extremadura entre los años 1997 y 2001 (Tabla 19). 
 
Dentro de este serotipo se definió un único grupo clonal (O117:HNM-B1-
ST1816/ST1817) en base a su filogrupo y ST, puesto que las 2 ST detectadas en este grupo 
clonal (ST1816 y ST1817) constituyen SLV con una única diferencia alélica en el gen recA 
(Tabla 30). Estas 2 ST fueron asignadas por primera vez a las cepas del presente estudio. Como 
se comentó en el apartado 4.5.4.10., hay que destacar el hecho de que la ST1817 la hemos 
encontrado también asociada a las cepas de ECVT del serotipo O104:H7, y que junto a las 
ST1816 y ST2283 forman un grupo de 3 SLV = complejo clonal, en el que el ST1817 sería 
predictivamente el fundador (ver discusión en el apartado 4.6.2.1. Estructura y relaciones 
genéticas de la población de ECVT). 
 
En el dendrograma generado del análisis de los perfiles de macrorrestricción de las 9 
cepas O117:HNM (Figura 37) encontramos únicamente un 74,7% de similitud entre ellas, a 
pesar de tratarse de un grupo homogéneo en cuanto a origen de aislamiento y perfil de genes 
de virulencia, con únicamente 2 clústeres de similitud ≥85%. Las 9 cepas eran portadoras de 
vt1c, variedad de verotoxina asociada al ganado ovino (Brett et al. 2003; Urdahl et al. 2003) y a 
humanos, principalmente con diarrea sin complicaciones, o con portadores asintomáticos 
(Friedrich et al. 2003; Beutin et al. 2004). Adicionalmente, 6 de las 9 cepas fueron positivas 
para el gen katP y una de ellas portadora de la variante cromosómica del gen subAB. Ninguna 
cepa O117:HNM resultó positiva para los genes vt2, eae, E-hlyA, espP, stcE, saa, iutA ni para la 
variante plasmídica de la subtilasa. Tampoco resultaron positivas para el gen fliCh7 que 
codifica para el antígeno H7, a pesar de la sospecha de que podrían portar este gen dada la 
similitud con el grupo clonal O104:H7-B1-ST1817/ST2283. 
 
Fenotípicamente las 9 cepas ECVT O117:HNM de nuestra colección resultaron ser 
fermentadoras de sorbitol y 8 positivas para la β-glucuronidasa. Las 9 cepas crecieron en 
MACSTC y fueron positivas para los genes terB/D del clúster que codifica para la resistencia al 
telurito (Tabla 27). 
 
Los datos publicados del ECVT O117 son escasos ya que es un serogrupo detectado en 
muy pocas ocasiones en el mundo, por lo que Bettelheim (2007) en su revisión lo incluyó 
entre los serogrupos descritos menos de 30 veces, y lo asoció a terneros y ovino sanos. Nielsen 
et al. (2006) detectaron el ECVT O117 en el 4% de cepas de ECVT aisladas de casos de 
infecciones esporádicas en un estudio realizado en Dinamarca entre 2003 y 2005. El ECVT 
O117 portador del antígeno H7 es una causa de diarrea persistente en viajeros que visitan 
lugares tropicales (Dallman et al. 2013). Este serotipo también fue el causante de diarrea 
persistente en pacientes daneses que viajaron a Asia, África y Cuba, por lo que Olesen et al. 
(2005) llegaron a la conclusión de que el ECVT O117:H7 debería ser considerado a la hora de 
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diagnosticar pacientes que retornan de África y Asia con diarrea acuosa de larga duración. En 
Inglaterra, se describen pocos casos de ECVT O117:H7, solamente 13 casos entre 2009 y 2013 
frente a los 4.050 casos de ECVT O157 en el mismo período, estos casos se asociaron a viajes a 
zonas con alta prevalencia del ECVT O117:H7, sin embargo, en 2014 se detectó un 
incremento del ECVT O117:H7, con 9 casos de infección por ECVT O117:H7, pero no 
asociados a viajes, sino que 8 de los 9 casos se asociaron a transmisión por relaciones sexuales 
(Simms et al. 2014). Por tanto, en la mayoría de los estudios las cepas patógenas de ECVT 
O117 aparecen ligadas al antígeno H7, sin embargo, en nuestro caso las cepas analizadas eran 
HNM y al analizarlas genotípicamente para el gen fliCH7 resultaron negativas. 
 
En nuestro país el aislamiento de cepas de ECVT del serogrupo O117 tampoco es muy 
común. En el estudio realizado entre 1992 y 1999 (Blanco et al. 2004) en pacientes del HULA, 
se aislaron únicamente 1 cepa ECVT O117:HNM y otra ECVT O117:H28 entre las 5.054 
muestras analizadas. En un segundo estudio realizado en este mismo hospital entre los años 
2003 y 2013, únicamente aislamos 1 cepa ECVT del serogrupo O117 portadora del antígeno 
H3 en un caso clínico humano de entre las 391 cepas ECVT obtenidas de 13.691 muestras 
analizadas (Mora et al. 2011; LREC datos sin publicar). En cuanto a los reservorios, en un 
estudio realizado por nuestro grupo en el año 1997 en el que se analizaron 1.300 muestras de 
heces de ganado ovino, el serotipo O117:HNM fue uno de los más frecuentemente detectados 
(16 cepas ECVT aisladas) (Blanco et al. 2003b). En otro estudio realizado por Rey et al. (2003) 
en el que analizaron 697 muestras de heces de ganado ovino entre 2000 y 2001, el serotipo 
O117:HNM también fue uno de los detectados con mayor frecuencia entre las 253 cepas 
ECVT aisladas. Por otro lado, en un estudio en el que se analizaron 514 cepas ECVT de origen 
vacuno identificamos el ECVT O117:H28 en 2 cepas (Blanco et al. 2004c). En fauna silvestre 
únicamente se aisló 1 cepa ECVT O117:H7 de las heces de un jabalí entre las 701 muestras 
analizadas (incluido jabalíes, corzos y lobos) (Mora et al. 2012a). No hemos aislado cepas de 
ECVT O117 en carne picada de ternera entre las 785 muestras de carne picada de vacuno 
analizadas entre 1995-2003 (Mora et al. 2007a); y tampoco obtuvimos ningún aislamiento 
positivo entre 1.253 muestras analizadas entre 2009-2012, incluyendo carne picada de vacuno, 
de cerdo, de ave, productos agrícolas y lácteos (Herrera, 2015). 
 
En Enterobase (http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli), a fecha de diciembre de 
2017, la ST1816 no está asociada a ningún genoma y únicamente figura nuestra asignación a la 
cepa incluida en este estudio. En cuanto a la ST1817, como se indicó anteriormente, aparecen 
únicamente 10 genomas con serotipo O104:H7. 
 
En la clasificación de Karmali et al. (2003) se le ha asignado el seropatotipo D al serotipo 
O117:HNM por aparecer únicamente implicado en cuadros clínicos moderados de diarrea. 
Este grupo clonal tiene poca presencia en España, donde aparece asociado al ganado ovino. Es 
importante destacar que en este estudio se asignan por primera vez las ST asociadas a este 
serotipo, y que la ST1817 la identificamos también en cepas O104:H7. 











Figura 37. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 9 cepas ECVT O117:HNM. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, año 
de aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia. Los resultados positivos a la variante cromosómica de la subtilasa se indican como subAB* 
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4.5.4.14. Grupo clonal O118:H16/HNM-B1-ST21 
 
Se analizaron 13 cepas de ECVT del serogrupo O118 que mediante serotipado mostraron 
2 serotipos (O118:H16 y O118:HNM). Ocho de las 13 cepas O118 eran de origen clínico 
humano, 4 de heces de ganado bovino y 1 de carne de vacuno. Todas ellas fueron aisladas en 
Lugo entre los años 1994 y 2007 (Tabla 19). 
 
Dentro de este serogrupo se definió un único grupo clonal en base a su filogrupo y ST 
(O118:H16/HNM-B1-ST21), que en el dendrograma generado del análisis de los perfiles de 
macrorrestricción de las 13 cepas O118:H16/HNM (Figura 38) mostraron una identidad del 
70%, con 3 clústeres de similitud >85%, uno de los cuales incluía 1 cepa de origen bovino y 1 
cepa de origen clínico humano. En cuanto a los genes asociados a la virulencia, las 13 cepas 
fueron vt1 (11 del subtipo vt1a; 2 cepas habían perdido el gen, por lo que no pudieron 
subtiparse), portadoras del gen eae (subtipo eae-β1) y del iutA; además, 10 de las 13 cepas eran 
portadoras de E-hlyA, espP y katP. Ninguna cepa O118:H16/HNM resultó positiva para los 
genes vt2, subAB, stcE o saa. El perfil de virulencia de nuestras cepas ECVT O118:H16/HNM 
es similar al descrito por otros autores para este serotipo (vt1, eae, E-hlyA, espP), 
independientemente del origen de aislamiento de las cepas o de la gravedad clínica del 
proceso en el caso de aislamientos humanos (Beutin et al. 2000c; Wieler et al. 2000). 
 
Fenotípicamente las 13 cepas O118:H16/HNM de nuestra colección resultaron ser 
fermentadoras de sorbitol y positivas para la β-glucuronidasa. Las 13 crecieron en MACSTC y 
fueron positivas para los genes terB/D del clúster de resistencia al telurito (Tabla 27). 
 
El grupo de ECVT O118 está reconocido como patógeno para el ganado vacuno; de 
hecho, este tipo de cepas se han aislado del ganado bovino sano y con diarrea en numerosos 
países del mundo, aunque con mayor prevalencia en Alemania y Bélgica (Mohammad et al. 
1986; Wieler et al. 1998; Beutin et al. 2000c; Blanco et al. 2004c). Específicamente el serotipo 
O118:H16 se ha visto implicado en casos de SUH, CH y diarrea en humanos. Antes de 1996, el 
O118:H16 había sido detectado esporádicamente en cepas aisladas de casos clínicos humanos 
en Bélgica, Canadá y Reino Unido (Willshaw et al. 1992; Louie et al. 1994; Piérard et al. 
1997a), pero entre 1996 y 1998 se describieron en Alemania 20 casos de pacientes infectados 
por ECVT O118 (17 de ellos O118:H16/HNM), en su mayoría infecciones ocurridas en 
entorno rural en los que el ganado bovino jugaba un papel fundamental en la transmisión 
(Beutin et al. 2000c). En dicho estudio quedó evidenciada la transmisión zoonósica en 2 casos, 
en base a los perfiles genéticos y de macrorrestricción de las cepas implicadas (Beutin et al. 
2000c). Otros antígenos H asociados a las cepas ECVT O118 son H12 y H30, aunque este tipo 
de cepas se detectan con mucha menos frecuencia (Wieler et al. 2000). 
 
En nuestro país, identificamos 2 cepas de ECVT O118:H16 entre 126 aisladas de 5.054 
coprocultivos de pacientes del HULA en el estudio realizado entre 1992 y 1999 (Blanco et al. 
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2004) y 6 cepas entre las 391 cepas ECVT aisladas de 13.691 muestras analizadas aisladas en el 
mismo hospital entre los años 2003-2013 (Mora et al. 2011; LREC datos sin publicar) (cepas 
incluidas en este estudio). En cuanto a los reservorios, hemos aislado en España cepas ECVT 
O118:H16/HNM en ganado bovino (Blanco et al. 2004c), pero ninguna en diferentes estudios 
realizados de ganado ovino ni caprino (Blanco et al. 2003b; Orden et al. 2003, 2008; Rey et al. 
2003; Horcajo et al. 2010), ni de fauna silvestre (Mora et al. 2012a). En alimentos solo hemos 
aislado cepas de ECVT O118:H16 en carne picada de ternera, y en baja proporción: solo 1 
aislamiento ECVT O118:H16 de 95 muestras positivas entre 785 de carne picada de vacuno, 
analizadas entre 1995-2003 (Mora et al. 2007a) (cepa incluida en este estudio) y ningún 
aislamiento positivo entre 1.253 muestras analizadas entre 2009-2012, incluyendo carne 
picada de vacuno, de cerdo, de ave, productos agrícolas y lácteos (Herrera, 2015). 
 
En el presente estudio hemos identificado la ST21 en cepas ECVT O118:H16/HNM y 
O26:[H11]/HNM (Tabla 30). Cuando comparamos los perfiles de macrorrestricción de los 2 
grupos ST21, observamos que las 13 cepas O118:H16/HNM-B1-ST21 se distribuían en el 
dendrograma con las cepas O26:[H11]/HNM-B1-ST21 formando 3 pequeños clústeres de 
identidad >85% que incluían cepas de ambos grupos (ver discusión en el apartado 4.6.2.1. 
Estructura y relaciones genéticas de la población de ECVT). Tanto el análisis comparativo de 
los perfiles de macrorrestricción, como los perfiles genéticos (todas las cepas O26 y O118 son 
vt1a, eae-β1, iutA) y filogenéticos, indicarían un origen clonal común con diversificación 
genética posterior derivada probablemente de eventos de recombinación. 
 
Entre los 2.866 genomas ST21 que figuran en Enterobase 
(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli) a fecha de diciembre de 2017, más de 2.500 se 
corresponden con cepas O26:H11, mientras que para el resto de genomas se predicen 
diferentes serotipos (O55:H16; O69:H11; O71:H11; O103:H11; O111:H11; O118 or O151:H16; 
O123 or O186:H11; uncertain:H11; uncertain:H16). 
 
Aunque nosotros únicamente hemos aislado las cepas ECVT O118:H16 de casos clínicos 
de diarrea, las cepas O118:H16/HNM aparecen implicadas en procesos de SUH (Beutin et al. 
2000c), por lo que según Karmali et al. (2003) se les asigna el seropatotipo C. 
 
En resumen, nuestros resultados indican que el grupo clonal O118:H16/HNM está 
presente en el área sanitaria de Lugo. Demostramos que el ganado bovino juega un papel 
epidemiológico importante en el mantenimiento y transmisión de este patógeno al ser 
humano, dada la alta similitud encontrada entre los perfiles de macrorrestricción y virulencia 
de las cepas de ambos orígenes. 










Figura 38. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 13 cepas ECVT O118:H16/HNM. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, 
año de aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia.*Cepas originariamente vt1 positivas 
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4.5.4.15. Grupo clonal O121:H19-B1-ST655 
 
Se analizaron 2 cepas de ECVT del serotipo O121:H19, 1 de origen clínico humano y otra 
procedente de las heces de un corzo (Tabla 19), aisladas ambas en Lugo en los años 2004 y 
2009, respectivamente. 
 
Dentro de este serotipo se definió el grupo clonal O121:H19-B1-ST655 en base a su 
filogrupo y ST. Los perfiles macrorrestricción de las cepas mostraron una similitud > 85% 
(Figura 39). En cuanto a los genes asociados a la virulencia, las 2 cepas fueron vt2a y eae 
(subtipo eae-ε1); adicionalmente, la cepa aislada de corzo fue positiva para los genes E-hlyA y 
espP, mientras que la cepa de origen clínico humano era portadora del gen iutA. Ninguna de 
las 2 cepas resultó positiva para los genes vt1, katP, subAB, stcE o saa. El perfil de genes de 
virulencia determinado para las 2 cepas ECVT O121:H19 de nuestro estudio coincide con el 
descrito por otros autores como típico de este serotipo: portadoras del subtipo eae-ε1 y del 
subtipo de verotoxina vt2a (Shen et al. 2015). 
 
Fenotípicamente las 2 cepas O121:H19 crecieron en MACSTC y resultaron positivas para 
los genes terB/D del cluster de resistencia al telurito, en concordancia con los resultados de las 
19 cepas ECVT de este serotipo incluidas en el estudio de Tarr et al. (2002). Además, fueron 
fermentadoras de sorbitol y positivas para la β-glucuronidasa, al igual que observaron Seto et 
al. (2007) al analizar cepas aisladas de casos esporádicos de diarrea y CH (Tabla 27). 
 
Las cepas ECVT del serogrupo O121 se han asociado a diferentes antígenos H (H9 y H10 
en aislamientos de carne de cerdo; H7 en aislamientos de carne de jabalí; H11 en aislamientos 
de heces de bovino; H14 en aislamientos de carne de corzo) (Martin y Beutin, 2011; Beutin et 
al. 2015a) con diferentes marcadores de virulencia, pero solo las cepas del serotipo O121:H19 
son portadoras de los genes vt, eae y se han asociado a brotes ocasionales y casos de CH y SUH 
(McCarthy et al. 2001; Beutin et al. 2004; Brooks et al. 2005; Beutin et al. 2015a), de manera 
que el grupo de ECVT O121:H19 está considerado como uno de los principales implicados en 
infecciones graves en seres humanos en diferentes lugares del mundo, como América del 
Norte y del Sur (McCarthy et al. 2001; Tarr et al. 2002), Japón (Seto et al. 2007; Hiroi et al. 
2012; Kikuchi et al. 2014; Sakai et al. 2015), o en Europa (Beutin et al. 2004; Bugarel et al. 
2010; Käppeli et al. 2011). De hecho, el serotipo O121:H19 junto con el O45:H2 están 
incluidos en Estados Unidos en el método de referencia estandarizado para la detección en 
alimentos de ECVT no O157 en ese país (USDA, 2014), junto a los 5 serotipos (O26:H11, 
O103:H2, O111:H8, O145:H25/H28 y O157:H7) contemplados por el método europeo 
ISO/TS 13136 (EFSA, 2007). 
 
En nuestro país, el ECVT O121 no es muy común, únicamente aislamos 1 cepa ECVT del 
serotipo O121:H19 (incluida en este estudio) en un caso clínico humano entre las 391 cepas 
ECVT aisladas de las 13.691 muestras analizadas entre los años 2003 y 2013 de pacientes del 
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HULA (Mora et al. 2011; LREC datos sin publicar), y no aislamos ninguna cepa de ECVT 
O121 entre las 5.054 muestras obtenidas de pacientes del mismo hospital en el estudio previo 
de los años 1992 y 1999 (Blanco et al. 2004). En cuanto a los reservorios, únicamente 
detectamos 1 cepa ECVT O121:H19 aislada de las heces de un corzo (la incluida en este 
estudio) entre las 701 muestras analizadas en fauna silvestre (incluido jabalíes, corzos y lobos) 
(Mora et al. 2012a). No se aisló ninguna cepa ECVT O121 en ganado bovino entre las 514 
cepas ECVT analizadas en el estudio realizado por Blanco et al. (2004c), ni tampoco en el 
ganado ovino y caprino en distintos estudios (Blanco et al. 2003b; Orden et al. 2003; Rey et al. 
2003; Horcajo et al. 2010). Tampoco se aislaron cepas ECVT O121 en los estudios de 
alimentos, ni entre las 785 muestras de carne picada de ternera analizadas entre 1995 y 2003 
(Mora et al. 2007a), ni entre las 1.253 muestras (carne de vacuno, carne de porcino, carne de 
ave, productos agrícolas y productos lácteos) analizadas entre 2009-2012 (Herrera, 2015). 
 
Mellmann et al. (2008a) identificaron la ST655 en la única cepa O121:H19 que aislaron en 
un estudio en el que analizaron 524 cepas ECVT aisladas de pacientes con SUH entre 1996 y 
2006. Recientemente, Fierz et al. (2017) también identificaron 1 cepa O121:H19-ST655 vt2a 
eae-ε1 E-hlyA entre los 95 aislamientos clínicos obtenidos entre 2010-214 en Suiza. Y en 
Enterobase (http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli), a fecha de diciembre de 2017, 
figuraban 707 genomas ST655, todos asociados a O121:H19. 
 
Aunque nosotros únicamente detectamos el serotipo O121:H19 en un caso clínico de 
diarrea, este serotipo está implicado en brotes ocasionales y es relativamente común en casos 
esporádicos de CH y SUH (McCarthy et al. 2001; Brooks et al. 2005) por lo que Karmali et al. 
(2003) le asignaron el seropatotipo B. 
 
Como conclusión, las cepas del grupo ECVT O121:H19 presentan baja prevalencia, y una 
implicación clínica moderada en nuestra área sanitaria. Es importante señalar su presencia en 
fauna silvestre con las mismas características en cuanto a perfil de virulencia y perfil de 
macrorrestricción (>85% de identidad) que la cepa de origen clínico humano. 
 
 














Figura 39. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 2 cepas ECVT O121:H19. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, año de 
aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia 
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4.5.4.16. Grupo clonal O128:[H2]-B1-ST25 
 
Se analizaron 31 cepas de ECVT del serotipo O128:[H2], 4 de origen clínico humano, 22 
de heces de ganado ovino y 5 de ganado caprino, aisladas en diferentes puntos de la geografía 
española (Extremadura, Murcia, Lugo y Madrid) entre los años 1997 y 2007 (Tabla 19). 
 
Se definió el grupo clonal O128:[H2]-B1-ST25) en base a su serotipo, filogrupo y ST. El 
dendrograma generado del análisis de los perfiles de macrorrestricción de las 31 cepas 
O128:[H2] (Figura 40) mostró únicamente un 60,7% de similitud entre ellas; sin embargo, se 
formaron 7 clústeres (>85% de similitud), uno de los cuales incluía 2 cepas de origen clínico 
humano y 1 cepa de origen ovino. 
 
En cuanto a los genes asociados a la virulencia, las 31 cepas eran portadoras del subtipo 
vt1c y la mayoría (29 cepas) portaban además la variante cromosómica del gen subAB; más de 
la mitad (18 cepas) eran vt2 positivas del subtipo vt2b (1 cepa perdió el gen y no pudo 
subtiparse); 22 cepas fueron positivas para el gen iutA, 6 cepas positivas para el gen EhlyA y 1 
cepa positiva para el gen katP. Ninguna cepa O128:[H2] fue positiva para eae, espP, para la 
variante plasmídica de subAB, stcE, o para el gen saa. 
 
Fenotípicamente, 30 de las 31 cepas fueron fermentadoras de sorbitol (Tabla 27), en 
concordancia con lo observado en estudios previos en los que todas las cepas de este serotipo 
eran fermentadoras (Djordjevic et al. 2001; Zweifel et al. 2004). Además, 30 de las 31 cepas 
resultaron positivas para la beta-glucuronidasa. Únicamente 2 de las 31 cepas crecieron en 
MACSTC, las cuales fueron positivas para terB/D de resistencia al telurito (Tabla 27). 
 
Según la revisión de Bettelheim (2007) se han detectado cepas ECVT del serogrupo O128 
portadoras de los antígenos HNM, H2, H7, H8, H10, H12, H16, H19, H21, H35, H45 y HNT, 
siendo los serotipos predominantes el O128:HNM y O128:H2. En 1953, Taylor y Charter 
(1955) identificaron la primera cepa perteneciente al serogrupo O128, que fue aislada de 
varios casos de niños con diarrea en Reino Unido. Desde entonces, el ECVT O128:H2 está 
reconocido a nivel mundial como un ECVT no O157 importante, asociado con enfermedades 
humanas y en particular con el SUH (Johnson et al. 2006; Mellmann et al. 2008a). En un 
estudio realizado por Beutin et al. (2004) detectaron el ECVT O128:H2 en 23 de las 677 cepas 
ECVT de aislados clínicos humanos en un estudio realizado en Alemania entre los años 1997 
y 1999. Brett et al. (2003) también detectaron el ECVT O128:H2 en 6 cepas aisladas de diarrea 
en humanos entre las 45 cepas ECVT aisladas de diferentes procesos clínicos humanos 
(portadores asintomáticos, diarrea y SUH). Posteriormente, en el año 2010, el ECVT O128:H2 
se detectó en un caso de diarrea asociada a SUH complicada con bacteriemia en Bélgica 
(Buvens et al. 2013). Y, entre los años 2004 y 2011, se aisló el ECVT O128 de un paciente con 
SUH entre los 12.587 ECVT aislados de pacientes en Alemania (Preußel et al. (2013). 
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En España, únicamente hemos detectado 1 cepa ECVT O128 entre las 126 ECVT aisladas 
de las 5.054 muestras de origen humano analizadas en un estudio realizado entre los años 
1992 y 1999 (Blanco et al. 2004), junto con 3 cepas obtenidas entre las 391 ECVT de las 13.691 
muestras analizadas de pacientes del HULA entre los años 2003 y 2013 (LREC datos sin 
publicar) (las 4 cepas incluidas en este estudio). En cuanto a los reservorios, detectamos en 
ganado bovino 4 cepas O128:HNM entre las 514 cepas ECVT aisladas en un estudio realizado 
por Blanco et al. (2004c). Con mayor prevalencia identificamos el serotipo O128:H2 en 
ganado ovino, concretamente en 14 de las 384 cepas ECVT aisladas de 1.300 muestras de 
heces de un estudio realizado en el año 1997 por Blanco et al. (2003b), en el que se detectaron 
además los serotipos O128:HNM, O128:H8, O128:H10 y O128:H21; asimismo en otro estudio 
en ganado ovino determinamos los serotipos O128:HNM, O128:H2 y O128:H16 (Orden et al. 
2003; Horcajo et al. 2010). También en ganado caprino determinamos los serotipos 
O128:HNM, O128:H2, junto con el O128:H19 (Orden et al. 2003; Horcajo et al. 2010) (cepas 
representativas de los citados estudios en ovino y caprino están incluidas en esta colección). Es 
importante señalar que también hemos aislado ECVT O128:H2 en fauna silvestre, 
concretamente 1 cepa de las heces de jabalí en un estudio realizado en Galicia entre los años 
2009 y 2010 en el que se analizaron 701 muestras (incluidas muestras de heces de corzo, jabalí 
y lobo) (Mora et al. 2012a). Otros estudios también han reportado aislamientos de ECVT 
O128:H2 de fauna silvestre, concretamente en ciervo (Sánchez et al. 2013) y en muflón 
(Alonso et al. 2016). En cuanto a los alimentos, solo hemos aislado 2 cepas de ECVT O128 
portadoras de los antígenos H31 y H21 en carne picada de ternera entre las 149 cepas ECVT 
aisladas en la ciudad de Lugo, analizadas entre 1995-2009 (Mora et al. 2007a; Herrera, 2015) y 
ningún aislamiento positivo entre 1.253 muestras analizadas entre 2009-2012, incluyendo 
carne picada de vacuno, de cerdo, de ave, productos agrícolas y lácteos (Herrera, 2015). 
 
A nivel mundial, el ECVT O128:H2 se ha aislado principalmente en ganado ovino en 
diferentes países, y raramente del ganado bovino (Beutin et al. 1993, 1995, 1997a; 
Ramachandran et al. 2001; Djordjevic et al. 2001; Hornitzky et al. 2002; Brett et al. 2003; Rey 
et al. 2003; Zweifel et al. 2004; Bettelheim 2007; Vettorato et al. 2009). Djordjevic et al. (2004) 
sugirieron que el serotipo O128:H2 es uno de los serotipos bien adaptado para colonizar el 
tracto gastrointestinal ovino, siendo también uno de los serotipos predominantes en las heces 
de ganado ovino en Australia (Djordjevic et al. 2004). En Alemania se han aislado cepas de 
ECVT O128:H2 en carne de caza (ciervo y liebre) (Miko et al. 2009; Martin y Beutin, 2011), 
además de en productos cárnicos y lácteos de origen ovino y caprino (Martin y Beutin, 2011). 
 
Todas las cepas O128:H2 de nuestra colección eran portadoras del subtipo vt1c, asociado 
principalmente al ganado ovino (Koch et al. 2001; Ramachandran et al. 2001; Urdahl et al. 
2003; Zhang et al. 2002a; Friedrich et al. 2003; Brett et al. 2003; Horcajo et al. 2010). Además, 
15 de las 31 cepas ECVT O128:H2 de nuestra colección fueron positivas para los genes vt1c 
vt2b, combinación asimismo frecuentemente detectada en cepas de ECVT aisladas de 
pequeños rumiantes, domésticos o silvestres (Martin y Beutin 2011; Sánchez et al. 2012). 
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Veintinueve de las 31 cepas O128:H2 de nuestra colección fueron positivas para la 
variante cromosómica de la subtilasa (subAB2) típicamente asociada a las cepas ECVT 
O128:H2, como se recoge en los estudios de Orden et al. (2011), Sánchez et al. (2012, 2013), o 
Michelacci et al. (2013) para cepas de origen humano, ovino, caprino y rumiantes silvestres. 
 
La ST25 aparece en la literatura científica asociada a cepas ECVT O128:H2 (Mellmann et 
al. 2008a; Sánchez et al. 2012), pero también a otros serotipos como el O45:H2 (Bai et al. 
2016). En Enterobase (http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli), a fecha de diciembre de 
2017, figuran 85 genomas en los que se predice principalmente el serotipo O128:H2 o 
O128/OX38:H2. 
 
Aunque nosotros únicamente hemos detectado cepas O128:[H2] aisladas de pacientes 
con diarrea, este serotipo se ha asociado a casos de SUH en humanos en diversas partes del 
mundo (Johnson et al. 2006; Mellmann et al. 2008a) por lo que según la clasificación de 
Karmali et al. (2003) se le asigna el seropatotipo C. 
 
En resumen, en base a nuestros resultados, este grupo clonal tendría como principal 
reservorio a los pequeños rumiantes, que pueden jugar un papel epidemiológico importante 
en el mantenimiento y transmisión de este patógeno al hombre, dada la alta similitud en los 
perfiles de macrorrestricción y virulencia que encontramos entre las cepas de origen clínico 
humano y animal de nuestra colección. 
 
 






Figura 40. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 31 cepas ECVT O128:H2. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, año 
de aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia. Los resultados positivos a la variante cromosómica de la subtilasa se indican como subAB* 
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4.5.4.17. Grupo clonal O145:[H28]-E-ST32 
 
En el presente estudio se analizaron 8 cepas de ECVT del serotipo O145:[H28], 6 de 
origen clínico humano, 1 de carne de vacuno y 1 obtenida de las heces de un corzo (Tabla 19). 
Estas cepas se aislaron entre los años 1999 y 2009 en Lugo y A Coruña. 
 
Dentro de este serotipo se definió el grupo clonal O145:[H28]-E-ST32 en base a su 
serotipo, filogrupo y ST. En el dendrograma generado del análisis de los perfiles de 
macrorrestricción, las 8 cepas mostraron únicamente un 67,4% de similitud entre ellas, con 2 
pequeños clústeres (>85% de similitud), en los que se agrupaban cepas de distintos orígenes 
(Figura 41). En cuanto a los perfiles de virulencia, 5 de las 8 cepas fueron vt1 (del subtipo 
vt1a), 4 vt2 (3 del subtipo vt2a) y 1 vt1a y vt2d, es decir, todas las cepas de este serotipo eran 
portadoras de uno o varios de los subtipos de verotoxinas asociados a los síntomas clínicos 
más graves en humanos (vt1a, vt2a y vt2d) (Friedrich et al. 2003; Jelacic et al. 2003; 
Bielaszewska et al. 2013). Todas las cepas eran portadoras del gen eae-γ1, 6 positivas para el 
gen E-hlyA, 5 espP, 3 katP y 5 iutA positivas. Ninguna cepa O145:[H28] resultó positiva para 
los genes subAB, stcE, saa. Fenotípicamente las 8 cepas eran fermentadoras de sorbitol y 
positivas para la β-glucuronidasa. Además, las 8 cepas crecieron en MACSTC y fueron 
positivas para terB/D de resistencia al telurito (Tabla 27). 
 
El O145 ya fue descrito por Karmali et al. (1985) entre los primeros serogrupos 
detectados en pacientes con SUH, y sigue estando implicado en este tipo de casos (Pérez et al. 
2014). De hecho, los ECVT O145 son importantes patógenos responsables de casos 
esporádicos y brotes de SUH y CH en EE.UU. y en todo el mundo (Karmali et al. 1985; Gerber 
et al. 2002; Brooks et al. 2005; Johnson et al. 2006; Yan et al. 2012; Taylor et al. 2013; Smith et 
al. 2014). Además, los ECVT O145 se han convertido en uno de los grupos “no O157” más 
importantes asociados con diarrea y SUH en Europa (Bielaszewska y Karch 2000; Eklund et al. 
2001; Friedrich et al. 2002; Fruth et al. 2002; Gerber et al. 2002; Tozzi et al. 2003; Beutin et al. 
2015b). Sonntag et al. (2004) encontraron 2 serotipos distintos asociados a las cepas ECVT 
O145, el O145:H25 y el O145:HNM/H28. Pero mientras que la mayoría de los aislados 
clínicos de O145 descritos en la literatura son cepas móviles y no móviles del serotipo 
O145:H28, los ECVT O145:H25 se describen con menor prevalencia. Sin embargo, la mayoría 
de los aislados de EHEC O145:H25 documentados están asociados con SUH, lo que enfatiza la 
importancia de este serotipo en particular (Eklund et al. 2001; Sonntag et al. 2004; Käppeli et 
al. 2011; Carter et al. 2015). En cuanto a los reservorios, las cepas ECVT O145:H28/HNM 
parecen asociadas principalmente al ganado bovino (Blanco et al. 2004b; Monaghan et al. 
2011; Bibbal et al. 2015). Hay estudios que demuestran la transmisión animal-persona; 
ejemplo de ello, es el estudio realizado por Heinikainen et al. (2007) en el que aislaron el 
ECVT O145:H28 vt1, eae-γ1, E-hlyA en un niño y en su madre en Finlandia y también 
aislaron la cepa del ganado vacuno de la casa familiar. También se ha demostrado la 
trasmisión de este patógeno al hombre a través de los alimentos, ejemplo de ello, es el brote 
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que tuvo lugar el año 2007 en Bélgica provocado por un ECVT O145:H28 y un O26:H11; 5 
niños desarrollaron el SUH y otras 7 personas se vieron afectadas con diarrea sanguinolenta. 
El O145:H28 fue detectado en 3 pacientes con SUH, 1 de ellos coinfectado con el O26:H11. El 
helado fabricado con leche pasteurizada de una granja local parece ser la causa más probable 
del brote. Se aislaron ECVT de ambos serotipos con patrones indistinguibles de PFGE de 
pacientes, del helado y de muestras ambientales (Buvens et al. 2011). 
 
En España, hemos detectado cepas ECVT del serogrupo O145 portadoras de los antígenos 
H28 (1 cepa) y HNM (2 cepas) de origen humano en un estudio llevado a cabo entre los años 
1992 y 1999 entre las 126 cepas ECVT aisladas de 5.054 muestras de pacientes analizadas 
(Blanco et al. 2004). Posteriormente, entre los años 2003 y 2013 se observó que el serotipo 
O145:HNM se encontraba entre los más frecuentemente en cepas ECVT aisladas en casos 
clínicos humanos en Lugo (Mora et al. 2011; LREC datos sin publicar) (en este estudio se 
incluyen cepas representativas de ambos periodos). En cuanto a los reservorios, no detectamos 
cepas O145 entre 514 cepas ECVT aisladas de ganado bovino con diarrea y sano (Blanco et al. 
2004c). Tampoco detectamos cepas ECVT O145 en nuestros estudios de ovino y caprino 
(Blanco et al. 2003b; Orden et al. 2003, 2008; Rey et al. 2003). En fauna silvestre únicamente 
aislamos 1 cepa ECVT O145:H28 de las heces de un corzo (incluida en la presente colección) 
en un estudio realizado en Galicia entre los años 2009 y 2010 en el que se analizaron 701 
muestras (incluidas muestras de heces de corzo, jabalí y lobo) (Mora et al. 2012a). En 
alimentos solo hemos obtenido 1 aislamiento ECVT O145:HNM (incluido en este estudio) de 
95 muestras ECVT positivas entre 785 de carne picada de vacuno, analizadas entre 1995-2003 
(Mora et al. 2007a) y únicamente aislamos 1 cepa ECVT O145:H35 en una lechuga entre 1.253 
muestras analizadas entre 2009-2012, incluyendo carne picada de vacuno, de cerdo, de ave, 
productos agrícolas y lácteos (Herrera, 2015). 
 
La ST32 aparece en la literatura científica asociada a cepas ECVT O145:H28 (Mellmann et 
al. 2008a; Marejková et al. 2013; Fierz et al. 2017). En Enterobase 
(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli), a fecha de diciembre de 2017, figuran 464 
genomas ST32 en los que curiosamente, se predice mayoritariamente el O145, pero solo en 8 
genomas se predice el antígeno H28; para el resto figura un antígeno H incierto “uncertain”. 
 
Al serotipo O145:H28 se le ha asignado el seropatotipo B de la clasificación de Karmali et 
al. (2003) puesto que no produce brotes con mucha frecuencia (Sonntag et al. 2004; Buvens et 
al. 2011); en nuestro caso, todas las cepas estaban asociadas a casos moderados de diarrea. 
 
Por tanto, el grupo clonal O145:[H28]-E-ST32 está implicado en casos clínicos de nuestra 
área sanitaria. Es importante destacar su presencia en fauna silvestre, y dada la alta similitud 
encontrada entre los perfiles de macrorrestricción y virulencia de una cepa de origen clínico 
humano y un aislamiento de un ciervo, estos animales podrían actuar como potenciales 
transmisores. Corroboramos asimismo la carne de vacuno como vehículo transmisor de cepas 
altamente similares a las que producen patología en el hombre. 












Figura 41. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 8 cepas ECVT O145:[H28]. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, año 
de aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia 
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4.5.4.18. Grupos clonales O156:[H10]-B1-ST441 y O156:[H25]-B1-ST300 
 
Se analizaron 22 cepas de ECVT del serogrupo O156 entre las que se determinaron 2 
serotipos mediante serotipado y PCR: 17 cepas O156:[H25] y 5 cepas O156:[H10]. Tres de las 
22 cepas O156 eran de origen clínico humano, 10 de heces de ganado ovino y 9 de heces de 
ganado bovino, aisladas en Lugo y Extremadura (Tabla 19). 
 
Se definieron 2 grupos clonales en base al serotipo, filogrupo y ST: O156:[H10]-B1-ST441 
y O156:[H25]-B1-ST300. En el dendrograma generado del análisis de los perfiles de 
macrorrestricción (Figura 42), las 22 cepas quedaron distribuidas en 2 grupos (A y B) de tan 
solo un 54,6% de similitud global entre ellas. 
 
En el Grupo A se incluyeron las 5 cepas O156:[H10]-B1-ST441, aisladas de heces de 
ganado bovino en Lugo en el año 1995, que presentaron una identidad de tan solo el 69,4%, 
con un pequeño clúster de 2 cepas (≥85% de similitud) (Figura 42). Todas las cepas eran 
portadoras del gen vt2, 2 del subtipo vt2a, 1 vt2a y vt2d (2 cepas perdieron el gen, por lo que 
no pudieron subtiparse); además, todas las cepas eran portadoras del gen espP. Ninguna cepa 
O156:[H10] resultó positiva para los genes vt1, eae, E-hlyA, iutA, subAB, stcE, saa. 
 
En el Grupo B quedaron incluidas las 17 cepas O156:[H25]-B1-ST300, 10 aisladas de 
heces de ganado ovino de Extremadura entre los años 1997 y 2001, y las otras 7 se aislaron en 
Lugo entre los años 1997 y 2003 (4 de heces de ganado bovino y 3 de casos clínicos humanos) 
(Figura 42). Las 17 cepas de este grupo presentaron una similitud en sus perfiles de 
macrorrestricción del 75,3%, con 3 clústeres que agrupaban 9, 2 y 3 cepas, respectivamente; 
destaca el clúster de 3 cepas por agrupar 2 de origen clínico humano y 1 aislamiento de heces 
de bovino. En cuanto al perfil de virulencia de este grupo clonal, las 17 cepas fueron 
portadoras de los genes eae-ζ, E-hlyA y la mayoría (15 cepas) también de stcE. Todas las cepas 
de origen ovino eran portadoras del subtipo vt1c, en concordancia con su asociación a dicho 
origen según estudios previos (Brett et al. 2003; Urdahl et al. 2003). Sin embargo, 6 de las 7 
cepas de origen humano y bovino eran portadoras del subtipo vt1a; el perfil de virulencia de 
estas 6 cepas (vt1a, eae-ζ, E-hlyA, espP) coincide con el descrito previamente por Geue et al. 
(2010) en cepas ECVT del serotipo O156:H25 aisladas de terneros. Ninguna cepa O156:[H25] 
resultó positiva para los genes katP, subAB, saa, iutA. 
 
Fenotípicamente, las 22 cepas de ECVT O156 de nuestro estudio resultaron positivas para 
la β-glucuronidasa, y 17 eran fermentadoras de sorbitol. Además, solo 8 cepas presentaron 
crecimiento en MACSTC, aunque 15 resultaron positivas para los genes terB/D de resistencia 
al telurito (Tabla 27). 
 
Según la revisión de Bettelheim (2007), el serogrupo O156 está implicado en infecciones 
humanas y se ha aislado de diferentes orígenes, como por ejemplo, de terneros sanos y 
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enfermos, de ganado ovino y caprino, y de alimentos. En el caso de infecciones humanas, se 
han visto implicadas cepas ECVT de los serotipos O156:H1/H8/H21/H25 (Lehmacher et al. 
1998; Eklund et al. 2001, 2002; Creuzburg et al. 2007; Bielaszewska et al. 2008; Fierz et al. 
2017). En el caso de los rumiantes domésticos, se han descrito en todo el mundo cepas 
O156:H7/H8/H25/HNM (Sandhu et al. 1996; Aktan et al. 2004; Cortés et al. 2005; Creuzburg 
et al. 2007; Diarra et al. 2009; Manna et al. 2010; Mekata et al. 2014). 
 
En España, el ECVT O156 fue identificado por nuestro grupo en pacientes del HULA en 
un estudio realizado entre los años 1992 y 1999 (Blanco et al. 2004), en el que se aisló 1 cepa 
ECVT O156:HNM (incluida en este estudio) y otra O156:H4 entre las 5.054 muestras 
analizadas. En un segundo estudio realizado en este mismo hospital entre los años 2003 y 
2013, se aislaron 3 cepas ECVT del serotipo O156:[H25] (2 incluidas en este estudio) entre las 
391 cepas ECVT obtenidas de 13.691 muestras (LREC datos sin publicar). En cuanto a los 
reservorios, en un estudio realizado por nuestro grupo en el año 1997 en el que se analizaron 
1.300 muestras de heces de ganado ovino, detectamos el serogrupo O156 portador de los 
antígenos HNM, H11 y H25 en 13, 1 y 2 cepas, respectivamente (Blanco et al. 2003b). 
También en ovino, en 697 muestras obtenidas entre 2000 y 2001, detectamos 2 cepas 
O156:HNM de las 253 cepas ECVT aisladas (Rey et al. 2003) (cepas representativas de ambos 
estudios incluidas en esta colección). En ganado caprino sano, Orden et al. (2003) detectaron 
el serotipo O156:H25 en 1 cepa aislada de 253 muestras. En ganado bovino, nuestro grupo 
identificó el ECVT O156 portador de los antígenos HNM, H19 y H25 en 9, 1 y 1 cepas 
respectivamente en un estudio en el que se analizaron 514 cepas ECVT de este origen (Blanco 
et al. 2004c). En fauna silvestre no detectamos el ECVT O156 en las 701 muestras analizadas 
(incluido jabalíes, corzos y lobos) en un estudio realizado en Galicia entre los años 2009 y 
2010 (Mora et al. 2012a) y tampoco lo detectaron Sánchez et al. (2009a) entre las 243 muestras 
de animales abatidos en cacerías (incluidos corzo, ciervo, gamo y muflón) que analizaron en 
un estudio llevado a cabo en Extremadura entre los años 2004 y 2005. En alimentos 
únicamente aislamos 1 cepa O156:H8 entre las 149 cepas ECVT aisladas de carne de vacuno 
en la ciudad de Lugo entre los años 1995 y 2009 (Mora et al. 2007a; Herrera, 2015); y en el 
segundo estudio realizado entre los años 2009-2012 aislamos otra cepa ECVT O156:H25 de 
carne picada de vacuno entre las 1.253 muestras analizadas, incluyendo carne picada de 
vacuno, de cerdo, de ave, productos agrícolas y lácteos (Herrera, 2015). 
 
La ST300 aparece referenciada en el estudio de Geue et al. (2017), y otras publicaciones 
previas del mismo grupo, asociada a cepas ECVT de los serotipos O182:H25 y O156:H25. En 
ese mismo estudio se identifica también la ST688 (un SNP de diferencia en purA con respecto 
a la ST300) en algunas cepas ECVT O156:H25. En el trabajo de Fierz et al. (2017) se 
identifican además otras 2 SLV de la ST300 para 2 cepas ECVT O156:[H25] vt1a eae E-hlyA 
aisladas de pacientes humanos, la ST4942 y la ST5343. Sin embargo, no se encuentran 
referencias publicadas de la ST441, ni de ECVT O156:H10. En Enterobase 
(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli), a fecha de diciembre de 2017, se relacionan 78 
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genomas ST300 asociados a O156:H25 y O182:H25, y 13 genomas ST441 en los que se predice 
únicamente el antígeno H10. 
 
En la clasificación de Karmali et al. (2003) al serotipo O156:[H25] se le ha asignado el 
seropatotipo C por estar asociado con diarrea sanguinolenta (Eklund et al. 2002); sin 
embargo, al serotipo O156:[H10], implicado en cuadros moderados de diarrea, se le ha 
asignado el seropatotipo D. 
 
En resumen, de acuerdo con nuestros resultados, el grupo clonal O156:[H25]-B1-ST300 
tendría en el ganado ovino y bovino sus principales reservorios, destacando la alta similitud en 
perfiles de virulencia y de macrorrestricción encontrados entre las cepas de origen humano y 
bovino aisladas en nuestra área sanitaria. En el caso del grupo clonal O156:[H10]-B1-ST441, 
sería el ganado bovino su reservorio, en base a las cepas caracterizadas en este estudio y a falta 
de referencias publicadas en relación a la ST441 o al serotipo O156:H10. 
 






Figura 42. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 22 cepas ECVT O156. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, año de 
aislamiento, origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia. *Cepas originariamente positivas para el gen vt2 
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4.5.4.19. Grupo clonal O166:H28-E-ST1819/ST1824 
 
En el presente estudio se incluyeron 43 cepas de ECVT del serotipo O166:H28, 3 de 
origen clínico humano, 10 de heces de ganado caprino, 1 de heces de ganado caprino con 
diarrea, 19 de heces de ganado ovino, 8 de leche de ganado ovino, 1 de heces de ganado 
bovino y 1 de carne de vacuno, aisladas en diferentes zonas geográficas españolas 
(Extremadura, Madrid, Murcia, León, Lugo, y Zamora) entre los años 1995 y 2004 (Tabla 19). 
 
Dentro de este serotipo se definió el grupo clonal O166:H28-E-ST1819/ST1824 en base al 
serotipo, filogrupo y ST, puesto que las ST1819 y ST1824 constituyen SLV con una única 
diferencia alélica en el gen purA (Tabla 30) (ver también discusión en el apartado 4.6.2.1. 
Estructura y relaciones genéticas de la población de ECVT). El análisis de los perfiles de 
macrorrestricción de las 43 cepas determinó una identidad global del 72,1%, con 8 clústeres de 
similitud >85% (Clústeres I a VIII, Figura 43). En 4 de los 8 clústeres se incluyeron cepas de 
distintos orígenes (Clústeres III, V, VI y VIII); destacan especialmente el clúster III con 3 
cepas de origen clínico humano, ovino y caprino, y el clúster VI con 2 cepas de origen clínico 
humano y bovino. 
 
El análisis de los perfiles de virulencia de las 43 cepas ECVT O166:H28 mostró que la 
mayoría (40) eran vt1 del subtipo vt1c (1 cepa perdió el gen, por lo que no pudo ser 
subtipada), y más de la mitad (24) eran además vt2 del subtipo vt2b (1 cepa perdió el gen, por 
lo que tampoco pudo subtiparse). También característico del perfil de virulencia de estas cepas 
es la presencia de los genes E-hlyA (34 cepas) y de la subtilasa cromosómica (32 positivas; 4 
cepas no pudieron ser analizadas para este gen). Adicionalmente, 11 cepas eran positivas para 
iutA. Ninguna resultó positiva para los genes eae, espP, katP, stcE, saa, ni para la variante 
plasmídica de la subtilasa. Fenotípicamente, las 43 cepas resultaron ser fermentadoras de 
sorbitol y positivas para la β-glucuronidasa; además, 19 de las 43 crecieron en MACSTC y 
fueron positivas para terB/D de resistencia al telurito (Tabla 27). 
 
Según la revisión Bettelheim de 2007, el O166 quedó incluido entre los serogrupos 
descritos menos de 30 veces entre las cepas ECVT, que se asociaría principalmente a aislados 
clínicos humanos y de origen ovino. Sin embargo, numerosas referencias posteriores reportan 
aislamientos de ECVT de los serotipos O166:H8/H25/H28/HNM en infecciones humanas en 
Bélgica y Suiza (Buvens et al. 2012; Fierz et al. 2017); aislamientos O166:H28/HNM en fauna 
silvestre (Sánchez et al. 2013) y de origen caprino O166:H28 en España (Orden et al. 2016; 
Álvarez-Suárez et al. 2016); así como aislamientos O166:H28 de alimentos de distintos 
orígenes, como carne de vacuno y carne/leche de ganado ovino/caprino en Alemania (Martin 
y Beutin, 2011), o queso en Francia (Madic et al. 2011); entre otras referencias. 
 
Concretamente en España, el ECVT O166 fue identificado por nuestro grupo en 
pacientes del HULA en un estudio realizado entre los años 1992 y 1999 (Blanco et al. 2004), en 
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el que se aislaron 2 cepas O166:H28 entre las 5.054 muestras analizadas (incluidas en esta 
colección). En un segundo estudio realizado en este mismo hospital entre los años 2003 y 
2013, detectamos otras 2 cepas O166:H28 entre las 391 cepas ECVT de las 13.691 muestras 
analizadas (LREC datos sin publicar) (una de esas cepas está incluida en esta colección). En 
cuanto a los reservorios, en diferentes estudios se han identificado como portadores, 
fundamentalmente de cepas del serotipo O166:H28, al ganado ovino (Blanco et al. 2003b; 
Orden et al. 2003; Rey et al. 2003), al ganado caprino (Orden et al. 2003, 2008; Cortés et al. 
2005) y al ganado vacuno (Blanco et al. 2004c) (incluidas cepas representativas de dichos 
estudios en esta colección). En fauna silvestre, el ECVT del serogrupo O166 fue detectado en 4 
cepas aisladas de las 243 muestras analizadas en un estudio en Extremadura entre los años 
2004 y 2005 en animales abatidos en cacerías (incluidos corzo, ciervo, gamo y muflón) 
(Sánchez et al. 2009a); sin embargo, no se recuperó ninguna cepa ECVT O166 en las 701 
muestras analizadas de animales abatidos en cacerías (incluido jabalíes, corzos y lobos) en un 
estudio realizado en Galicia entre los años 2009 y 2010 (Mora et al. 2012a). Únicamente 
detectamos 1 cepa O166:H28 entre las 149 ECVT aisladas de carne de vacuno en la ciudad de 
Lugo entre los años 1995 y 2009 (Mora et al. 2007a; Herrera, 2015); y otras 2 cepas O166:H28 
obtenidas de carne picada de porcino y de productos lácteos entre 1.253 muestras analizadas 
entre los años 2009-2012, incluyendo carne picada de vacuno, de cerdo, de ave, productos 
agrícolas y lácteos (Herrera, 2015). 
 
Las cepas ECVT O166:H28 de nuestro estudio presentaron un perfil de virulencia 
típicamente vt1c (vt2b), E-hlyA, subAB (variante cromosómica), en concordancia con lo 
reportado para este serotipo en aislamientos humanos (Fierz et al. 2017), ovinos, caprinos 
(Orden et al. 2016) y de fauna silvestre (Sánchez et al. 2013). 
 
Las ST1819 y ST1824 identificadas asociadas a este grupo clonal fueron asignadas por 
primera vez en la base de datos de MLST a las cepas del presente estudio 
(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli). La ST1819 aparece además referenciada en el 
trabajo de Fierz et al. (2017) para un aislamiento clínico humano vt1c, E-hlyA, subAB2-2. En 
Enterobase, a fecha de diciembre de 2017, figuran 18 genomas ST1819 en los que se predice 
O166:H28; en cuanto a la ST1824, no hay ningún genoma asociado. 
 
Según la clasificación de Karmali et al. (2003), al serotipo O166:H28 se le ha asignado el 
seropatotipo D, ya que no está asociado ni a enfermedades graves ni a brotes. 
 
En resumen, el grupo clonal O166:H28-E-ST1819/ST1824, presente en diferentes puntos 
de la geografía española, tiene como principales reservorios al ganado ovino y caprino, pero 
también está presente en el bovino. Estos portadores juegan un papel epidemiológico 
importante en el mantenimiento y transmisión de este patógeno al hombre, dada la alta 
similitud encontrada entre los perfiles de macrorrestricción y virulencia de las cepas de origen 
clínico humano y animal. Además, es importante destacar que en este estudio se asignaron 
por primera vez 2 ST asociadas al serotipo O166:H28 (ST1819 y ST1824). 






Figura 43. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 43 cepas ECVT O166:H28. A la derecha del dendrograma figuran código de cepa, serotipo, ST, filogrupo, año de aislamiento, 
origen geográfico y de aislamiento, genes de virulencia. E* filogrupo deducido por la ST (no tipable según el esquema de Clermont et al. 2013). *FV 1816 originariamente vt1 y VTH-122 
originariamente vt2. Los resultados positivos a la variante cromosómica de la subtilasa se indican como subAB* (subrayadas las 4 cepas que no pudieron ser analizadas para dicho gen) 
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4.6. ANÁLISIS FILOGENÉTICO  
 
La caracterización de las estructuras poblacionales juega un papel fundamental para la 
comprensión de los brotes y la dinámica de la propagación bacteriana. En E. coli, el uso 
generalizado de los esquemas de multiplex PCR para la determinación de filogrupos, junto 
con el algoritmo eBURST, presenta algunas limitaciones. Incluso en el mejor de los escenarios, 
estos métodos fallan previsiblemente a la hora de identificar variantes recombinantes que 
pueden dar lugar a la emergencia de combinaciones exitosas derivadas de filogrupos muy 
relacionados como el A y B1 (Turrientes et al. 2014). En el presente estudio constatamos, 
además, la complejidad de las asignaciones de los filogrupos F y E recombinantes a 
determinados grupos clonales. Es por ello que utilizamos diferentes aproximaciones (esquema 
de filogrupos de Clermont basado en la cuadriplex PCR, algoritmo Neighbor-Joining y 
algoritmo eBURST) con objeto de conocer la estructura filogenética de nuestra colección. 
 
 4.6.1. Análisis filogenético mediante el algoritmo Neighbor-Joining 
 
Realizamos una visualización de la estructura de la población basada en las secuencias 
concatenadas de genes MLST mediante la construcción de un árbol Neighbor-Joining, con un 
número de réplicas bootstrap de 1000. Para dicho análisis se utilizó el programa MEGA6 
(Tamura et al. 2013) (Figura 44). 
 
La distribución de las ST en el árbol mostró que las asignaciones de filogrupos realizada 
mediante la cuadriplex PCR de Clermont era coherente en todos los casos, con la salvedad de 
la ST1797 (filogrupo A), que en el árbol aparece vinculada a las ST1824 y ST1819 (filogrupo 
E). Además, en el árbol filogenético de la Figura 44 se puede apreciar la diversidad genética 
entre las 41 ST identificadas en las cepas de ECVT de nuestra colección. De acuerdo con 
Tenaillon et al. (2010), a pesar de la ocurrencia de eventos de recombinación, la estructura de 
la población de E. coli es predominantemente clonal, lo que permite la delineación de los 
principales grupos filogenéticos. Según su revisión, la estructura genética de las cepas 
comensales de E. coli estaría determinada por múltiples factores ambientales y del huésped, y 
los determinantes involucrados en la virulencia de la bacteria podrían de hecho reflejar la 
adaptación a los hábitats comensales; a través de la caracterización del nicho comensal, se 
podría comprender cómo un comensal útil puede convertirse en un patógeno nocivo. Sin 
embargo, los mismos autores indican en esta revisión, así como en otros trabajos, que los 
nuevos datos obtenidos en el laboratorio indicarían una mayor diversidad de la que se conocía 
previamente para las cepas de comensales humanas y animales, con la existencia de al menos 5 
clades fuera de las cepas clásicas de E. coli representadas en la colección ECOR (Walk et al. 
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 4.6.2. ANÁLISIS FILOGENÉTICO MEDIANTE EL ALGORITMO EBURST 
 
Uno de los campos más prometedores de la epidemiología molecular bacteriana es la 
caracterización de la dinámica de los cambios poblacionales, en el marco espacial y/o 
temporal. La técnica de electroforesis en campo pulsado, la cual hemos aplicado a todas las 
cepas de la presente colección, es útil para la determinación de brotes clonales locales, así 
como para los análisis de variabilidad dentro de un grupo comparable (como es el caso de los 
grupos clonales de la presente tesis doctoral); pero la reconstrucción de la estructura de la 
población de Escherichia coli se basan en la combinación de 2 enfoques analíticos diferentes. 
El primer enfoque identifica eventos macroevolutivos basados en la asignación de las cepas a 
linajes filogenéticos particulares; estos eventos macroevolutivos reflejan procesos bacterianos 
de "especiación similar" a lo largo de grandes periodos de tiempo y espacio (Wirth et al. 2006). 
El segundo enfoque detecta eventos microevolutivos, lo que refleja las variaciones recientes 
involucradas en las adaptaciones locales; estas detecciones se basan en la práctica en la 
identificación de variantes alélicas en fragmentos cortos de secuencia correspondientes a los 7 
genes conservados seleccionados para determinar los patrones de ST (Maiden et al. 1998; 
Turrientes et al. 2014). La combinación de los análisis micro y macroevolutivos permite 
comprender e interpretar la diseminación local reciente de clones específicos, y deducir la 
evolución, especialmente cuando se aplica a linajes definidos (Turrientes et al. 2014). 
 
La caracterización precisa de las cepas bacterianas en base a los alelos y perfiles alélicos 
inferidos por la herramienta MLST (eventos microevolutivos) se traduce en patrones 
comparables entre los distintos laboratorios de todo el mundo, tanto en estudios 
epidemiológicos locales como internacionales. Según Feil et al. (2004), el análisis de todos los 
perfiles alélicos mediante la aplicación del algoritmo eBURST, permite deducir las relaciones 
genéticas en la estructura de la población, amortiguando el efecto de recombinación. 
 
4.6.2.1. Estructura y relaciones genéticas de la población de ECVT 
 
Aplicamos el algoritmo eBURST para analizar, en primer lugar, la interrelación existente 
entre las 41 ST identificadas en la colección de 820 cepas del presente estudio. Para el análisis 
se aplicó el criterio más conservador, de forma que los datos de MLST fueron subdivididos en 
grupos no solapantes de ST relacionadas o Complejos Clonales (CC), de manera que todos los 
miembros de un mismo grupo compartieron alelos idénticos en ≥6 de los 7 loci con al menos 
otro miembro del grupo. El genotipo fundador (ancestro) de cada CC quedó identificado 
como aquel dentro del grupo con el mayor número de variantes en un único locus = single 
locus variants (SLV) relacionados. En algunos casos, un SLV del fundador primario puede 
diversificar para producir múltiples SLV y se identifica como un fundador de un subgrupo 
(Feil et al. 2004). 
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El resultado de este análisis corroboró la consistencia de los grupos clonales definidos 
entre las 820 cepas (Tabla 30 y Tabla 31). Las 41 ST quedaron distribuidas en 8 grupos (25 de 




Figura 45. Análisis eBURST de las 41 ST del presente estudio 
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En el Grupo 1 quedaron incluidas las ST correspondientes al grupo clonal O157:[H7]-E-
ST11/ST1799/ST1804/ST1825/ST1826/ST1833 definido en este estudio. Todas las ST de este 
grupo son SLV de la ST11. 
 
En el Grupo 2 se agruparon las ST correspondientes a los grupos clonales ST104:H7-B1-
ST1817/ST2283 y O117:HNM-B1/ST1816/ST1817. Al comparar los perfiles de 
macrorrestricción de las 19 cepas (Figura 46) se observó que quedaban distribuidas por 
serotipo en el dendrograma, con la excepción de una cepa O104:H7 (VTO-173) que quedó 
agrupada con las 9 cepas O117:HNM y presentó una similitud del 80,2% con 5 de ellas. Los 
datos epidemiológicos de las cepas (todas aisladas de ganado ovino, Extremadura, entre 1997-
2001), sus perfiles genéticos (todas vt1c y la mayoría katP) y filogenéticos (ST1816, ST1817, 
ST2283 forman un grupo de 3 SLV = complejo clonal, en el que el ST1817 sería 
predictivamente el fundador), apuntan a un origen clonal común y una diversificación 
genética posterior. 
 
En el Grupo 3 se agruparon las ST correspondientes a los grupos clonales 
O26:[H11]/HNM-B1-ST21/ST29, O118:H16/HNM-B1-ST21 y O111:[H8]-B1-ST16, cuyas ST 
(16, 21 y 29) están incluidas en el ST29 Cplx de la base MLST. Al comparar los perfiles de 
macrorrestricción de las 149 cepas respectivas, se observó en el dendrograma que el grupo 
clonal O111:[H8]-B1-ST16 quedaba diferenciado del resto (datos no mostrados). Sin 
embargo, las 13 cepas O118:H16/HNM-B1-ST21 se distribuyeron en el dendrograma con las 
cepas O26:[H11]/HNM-B1-ST21/ST29, formándose 3 pequeños clústeres de identidad >85% 
con cepas de ambos grupos. En la Figura 47 se muestra parte de este dendrograma, con 2 de 
los 3 clústeres. Tanto el análisis comparativo de los perfiles de macrorrestricción, como los 
perfiles genéticos (todas las cepas O26 y O118 vt1a, eae-β1, iutA; todas las cepas O111 vt1a, 
eae-θ) y filogenéticos (ST del mismo ST Cplx) señalan el origen clonal común, con una 
diversificación posterior, en el que el grupo clonal O111:[H8]-B1-ST16 habría acumulado un 
mayor número de eventos genéticos. 
 
En el Grupo 4 quedaron incluidas las ST correspondientes al grupo clonal O113:H21-B1-
ST56/ST223/ST1821 definido en el presente estudio. Las ST56 y ST223 figuran dentro del 
ST155 Cplx de la base MLST, siendo respectivamente TLV y DLV de la ST155. Sin embargo, 
las 3 ST (56, 223 y 1821) estarían genéticamente más próximas entre sí, siendo SLV de la ST56, 
pudiendo considerarse por definición un subgrupo con la ST56 como genotipo fundador. 
 
En el Grupo 5 se agruparon las ST correspondientes a los grupos clonales O20:H19-B1-
ST205/ST443 y O76:H19-B1-ST675 del presente estudio. Al comparar los perfiles de 
macrorrestricción de las 37 cepas (Figura 48) se observó que quedaban claramente separadas 
por serotipo en el dendrograma, con tan solo 67,8% de similitud entre las cepas de ambos 
grupos clonales. También es importante destacar que la mayoría de las cepas del grupo clonal 
O20:H19-B1-ST205/ST443 poseían el gen saa y 2 de las 7 cepas de este grupo clonal eran 
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positivas para la variante plasmídica del gen subAB, sin embargo, las cepas del grupo clonal 
O76:H19-B1-ST675 fueron todas negativas para el gen saa y todas eran portadoras de la 
variante cromosómica de subAB. Los datos epidemiológicos de las cepas, sus perfiles genéticos 
y filogenéticos (las ST205 y ST443 están incluidas en el ST205 Cplx de la base MLST; la ST675 
no tiene asignación a ninguna ST Cplx, pero es una SLV de la ST205), apuntarían a un origen 
común y una posible adaptación genética posterior al hospedador, en la que el grupo clonal 
O20:H19-B1-ST205/ST443 tendría como hospedador al ganado bovino (perfil vt1a vt2a E-
hlyA espP saa subAB1) y el grupo clonal O76:H19-B1-ST675 a los pequeños rumiantes, 
ovino/caprino (perfil vt1c, E-hlyA, subAB2). 
 
En el Grupo 6 quedaron incluidas las ST correspondientes al grupo clonal O103:[H2]-B1-
ST17/ST386/ST1967 del presente estudio. Las ST17 y ST386 figuran en el ST20 Cplx de la base 
MLST, siendo respectivamente SLV y DLV de la ST20. La ST1967 (sin asignación) es una SLV 
de las ST17 y ST386, y una DLV de la ST20. Por definición, las 3 ST (17, 386 y 1967) podrían 
constituir un subgrupo con la ST17 como genotipo fundador. 
 
En el Grupo 7 quedaron incluidas las ST correspondientes al grupo clonal O166:H28-E-
ST1819/SST1824 del presente estudio. Ambas ST presentan una única diferencia alélica. 
 
En el Grupo 8 quedaron incluidas las ST correspondientes al grupo clonal O8:H2-B1-
ST1798/ST1834 del presente estudio. Ambas ST presentan una única diferencia alélica. 
 
En el presente estudio identificamos la ST442 asociada a los serotipos O91:[H21] y 
O146:[H21]. Al comparar sus perfiles de macrorrestricción (Figura 49) se observó que a pesar 
de la alta heterogeneidad dentro de ambos grupos (<60% similitud entre las cepas 
O146:[H21]), las cepas quedaban básicamente agrupadas por serotipo. El reducido número de 
cepas O91:[H21] y su circunscripción temporal y geográfica (Lugo, 1994-95) no permiten 
obtener conclusiones sobre el origen y deriva de ambos grupos. 
 







Figura 46. Dendrograma comparativo de las 19 cepas pertenecientes a los grupos clonales ST104:H7-B1-ST1817/ST2283 (señaladas en color rojo) y O117:HNM-
B1/ST1816/ST1817. Los datos epidemiológicos de las cepas (todas aisladas de ganado ovino, Extremadura, entre 1997-2001) y genotípicos (todas vt1c y la mayoría 
katP) hacen pensar en un origen inicial común, y una diversificación genética posterior para formar los respectivos grupos clonales 
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Figura 48. Dendrograma comparativo de las 37 cepas pertenecientes a los grupos clonales O20:H19-B1-
ST205/ST443 (en rojo) y O76:H19-B1-ST675. Los datos epidemiológicos de las cepas, sus perfiles genéticos y 
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4.6.2.2. Estructura y relaciones genéticas dentro de la población de E. coli 
En segundo lugar se analizó la interrelación de las 41 ST identificadas en este estudio con 
respecto a la población de E. coli representada por la base de MLST (legacy MLST a fecha de 
marzo de 2016). El análisis mediante el algoritmo eBURST aplicado a un total de 8.001 cepas 
pertenecientes a 4.910 ST dio como resultado una distribución de las ST en 325 grupos. 
Treinta y ocho de las 41 ST del presente estudio quedaron incluidas en 13 de esos 325 grupos 
(Grupos 1, 22, 53, 66, 100, 153, 156, 170, 181, 191, 292, 299, 300); y 3 ST (ST672, ST738, 
ST441) formaron parte de los 1.047 singletons identificados (Figura 50). 
En el análisis poblacional global, el Grupo 1 es el de mayor tamaño (en marzo de 2016 
contaba con 1.582 ST), en el que la ST10 se predice como genotipo fundador. Dentro de este 
Complejo Clonal (CC10) quedarían incluidas 17 de las 41 ST del presente estudio. Este 
hallazgo corrobora que el CC10 no solo engloba importantes linajes de ExPEC (Ojer-Usoz et 
al. 2017), sino también linajes de E. coli diarreagénicos (Yu et al. 2017). Específicamente en el 
caso de los diarreagénicos, Yu et al. (2017) identifican el CC10 en cepas de los patotipos 
ECEA, ECET, ECEP y ECVT. 
Es importante señalar que dentro del Grupo 1 identificamos la ST1797, lo que 
confirmaría su asignación al filogrupo A, puesto que los miembros del CC10 pertenecen a 
dicho filogrupo. En el árbol generado mediante el algoritmo Neighbor-Joining, esta 
asignación no quedaba clara (Figura 44), lo que confirma la necesidad de emplear diferentes 
aproximaciones en los análisis de estructura poblacional. En el diagrama generado por 
eBURST v3 (Figura 51) se representan las relaciones de estas 17 ST dentro del CC10. 
En el Grupo 22, con la ST11 como genotipo fundador, quedaron englobadas las 6 ST que 
identificamos en este estudio para el grupo clonal O157:[H7]-E-
ST11/ST1799/ST1804/ST1825/ST1826/ST1833 (Figura 52). 
Los Grupos 53, 66 y 100 incluyen, respectivamente, las ST32, ST25 y ST720, que además 
se identifican como genotipos fundadores de dichos Complejos Clonales (Figuras 53 a 55).
Los Grupos 153, 156 y 170 agruparían 3 ST cada uno, siendo las ST306, ST300 y ST655 
(presentes entre las 41 ST de este estudio), respectivamente, los genotipos fundadores de 
dichos grupos (Figuras 56 a 58). 
El Grupo 181 agrupa las 3 ST (1817, 1816 y 2283) descritas por primera vez en las cepas 
de este estudio, con la ST1817 como genotipo fundador (Figura 60). 
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Los Grupos 191, 292, 299 y 300 incluyen solo 2 ST cada uno de ellos, por lo que no 
predicen genotipo fundador. Concretamente las 2 ST de los Grupos 299 (ST1834, ST1798) y 
300 (ST1819, ST1824) se identificaron por primera vez en cepas de este estudio (Figura 50). 
 
La Figura 60 muestra la diversidad clonal de 8.001 cepas de Escherichia coli pertenecientes 
a 4.910 ST identificadas en la base de datos pública MLST de la Universidad de Warwick. Se 
utilizó eBURST v3 para generar la instantánea de población (population snapshot). Cada 
círculo corresponde a una de las 4.910 ST, cuyo tamaño es proporcional al número de 
aislamientos. Las ST que también son SLV están conectadas con líneas negras. Los fundadores 
primarios (azul) se ubican centralmente en cada grupo, y los fundadores de los subgrupos se 
muestran en amarillo. 





Figura 50. Análisis eBURST de la base completa MLST: solo se muestran los 
13 Grupos que incluyen 38 de las 41 ST (en rojo) del presente estudio 





Figura 50. Análisis eBURST (continuación) 








Figura 51. Representación del Complejo Clonal 10 definido por eBURST (Grupo 1). En color azul figura el genotipo fundador y en fucsia las 17 ST identificadas en este estudio 
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Figura 52. Representación del Complejo Clonal 11 definido por eBURST (Grupo 22).   
En color azul figura el genotipo fundador y en fucsia las otras 5 ST identificadas en 






   
 
Figura 53. Representación del Complejo Clonal 25 (Grupo 66) 
 
















Figura 55. Representación del Complejo Clonal 720 (Grupo 100) 
 
 












Figuras 56 a 59. Representación de los Complejos Clonales 306 (Grupo 153), 300 (Grupo 156), 
655 (Grupo 170) y 1817 (Grupo 181), respectivamente 
 
 
                                                                                
 








Figura 60. Representación de las relaciones entre todas las ST de la base MLST de E. coli (population snapshot).  
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1ª. En la presente tesis doctoral demostramos que O26:[H11]/HNM-B1-ST21/ST29, 
O146:[H21]-B1-ST442 y O157:[H7]-E-ST11/ST1799/ ST1804/ST1825/ST1826/ST1833 son los 
grupos clonales más ampliamente adaptados a diferentes hospedadores (como son el ganado 
ovino, bovino, caprino, o diferentes especies silvestres), demostramos asimismo su 
transmisión alimentaria al hombre a través de alimentos derivados de los rumiantes de 
producción, dada la alta similitud encontrada entre los aislados de origen humano y animal. 
 
2ª. Encontramos además una alta identidad genética entre cepas de origen clínico 
humano y animal de los grupos clonales O5:HNM-A-ST342 (animales de origen silvestre y 
vacuno), O5:HNM-B1-ST447 (pequeños rumiantes), O76:H19-B1-ST675 (pequeños 
rumiantes y silvestres), O91:[H14]/HNM-B1-ST33 (vacuno), O103:[H2]-B1-
ST17/ST386/ST1967 (vacuno), O111:[H8]-B1-ST16 (vacuno), O113:H21-B1-
ST56/ST223/ST1821 (vacuno), O118:H16/HNM-B1-ST21 (vacuno), O121:H19-B1-ST655 
(silvestres), O128:[H2]-B1-ST25 (ovino), O145:[H28]-E-ST32 (vacuno y silvestres), 
O156:[H25]-B1-ST300 (vacuno) y O166:H28-E-ST1819/ST1824 (vacuno y pequeños 
rumiantes). 
 
3ª. Nuestros resultados identifican a los animales silvestres como reservorios de grupos 
clonales ECVT específicos, tales como O75:[H8]-B1-ST13, O98:[H21]-B1-ST306, y 
O146:[H28]-F-ST738. 
 
4ª. Para la correcta caracterización de la estructura filogenética de E. coli es fundamental 
el uso de diferentes aproximaciones. En nuestro caso, la combinación de los datos obtenidos 
mediante el esquema de filogrupos de Clermont (basado en la cuadriplex PCR), el algoritmo 
Neighbor-Joining, el algoritmo eBURST, junto con el análisis de los perfiles de 
macrorrestricción de las cepas obtenidos mediante PFGE, nos permitió deducir las relaciones 
clonales de nuestra colección. 
 
5ª. En base al análisis de sus perfiles filogenéticos, de virulencia  y de macrorrestricción, 
los grupos clonales O26:[H11]/HNM-B1-ST21/ST29, O118:H16/HNM-B1-ST21 y 
O111:[H8]-B1-ST16, cuyas ST están incluidas en el ST29 Cplx, tendrían un origen clonal 
común, siendo el grupo clonal O111:[H8]-B1-ST16 el que habría acumulado un mayor 
número de eventos genéticos. 
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6ª. En base a los datos filogenéticos, sus perfiles de virulencia, de macrorrestricción y los 
datos epidemiológicos, los grupos clonales O104:H7-B1-ST1817/ST2283 y O117:HNM-
B1/ST1816/ST1817 habrían tenido un origen clonal común y sufrido una diversificación 
genética posterior. 
 
7ª. Los datos epidemiológicos de las cepas y sus perfiles genéticos y filogenéticos, 
apuntarían a un origen común de los grupos clonales O20:H19-B1-ST205/ST443 y O76:H19-
B1-ST675, con una posible adaptación posterior al hospedador. El O20:H19-B1-ST205/ST443 
tendría como hospedador al ganado bovino y el O76:H19-B1-ST675 a los pequeños rumiantes 
ovino/caprino. 
 
8ª. En el análisis global mediante el algoritmo eBURST, el Complejo Clonal 10 en el que 
se predice la ST10 como genotipo fundador, es el de mayor tamaño dentro de la población de 
E. coli (con más de 1.500 ST) y en él quedan incluidas, no solo importantes linajes de ExPEC, 
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